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As rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) são bactérias do solo 
benéficas para o crescimento de plantas e para a agricultura pois podem influenciar 
positivamente  no  rendimento  da  safra.  Bactérias  do gênero  Azospirillum  são 
consideradas  PGPR  e  vem  sendo  estudadas  na  aplicação  em  culturas  de 
gramíneas. Inoculantes com estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de  Azospirillum brasilense  já 
são comercializados para culturas de milho e trigo, além de inoculantes contendo 
outras espécies de bactérias para culturas como a soja, cana-de-açúcar, feijão, entre 
outras. Por se tratar de um produto com material biológico, é preciso de um método 
de controle de qualidade eficiente na identificação de bactérias. A espectrometria de 
massa MALDI-TOF é um método eficiente, rápido e barato utilizado na identificação 
de  microrganismos.  Muitos  estudos  comprovam  a  identificação  de  bactérias  de 
interesse  clínico,  contudo  há  um  aumento  em  estudos  de  interesse  ambiental, 
agrícola  e  controle  de  qualidade,  por  exemplo.  Tendo  em vista  o  potencial  dos 
inoculantes contendo bactérias promotoras do crescimento vegetal, do grande uso 
destes produtos pelos agricultores e o potencial do MALDI-TOF, o objetivo principal 
deste trabalho foi aplicar a técnica de MALDI-TOF MS na identificação de estirpes de 
bactérias para o controle de qualidade de inoculantes comerciais usados em culturas 
agrícolas. Como resultados, foram obtidos espectros de massa de MALDI-TOF de 
estirpes referência  FP2,  Sp245,  Ab-V5,  Ab-V6,  Ab-V7 de  Azospirillum brasilense, 
DSM  1691  de  Azospirillum lipoferum e  BL21  de  Escherichia coli como  picos 
representativos para comparações com os picos dos isolados de inoculantes. Foi 
possível a separação de espécie e de estirpes de  Azospirillum através da análise 
desses  picos.  Sete  inoculantes  de  Azospirillum foram  analisados  seguindo  o 
protocolo de controle de qualidade recomendado pela RELARE, não havendo sido 
constatado  contaminação.  Entretanto,  um  único  inoculante  atingiu  o  número  de 
células viáveis por mL recomendado e indicado no rótulo do produto. Colônias de 
cada meio e de cada diluição foram submetidos à análise em MALDI-TOF MS e 
cada inoculante obteve picos representativos que foram comparados aos picos das 
estirpes  referências.  Um  dos  inoculantes  foi  misturado  a  cultura  da  bactéria 
Herbaspirillum seropedicae SmR1 marcada, na proporção de 1:1 (simulando uma 
contaminação),  e  os  resultados mostraram que foi  possível  identificar  a  bactéria 
“contaminante” e diferenciá-la das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense, contidas 
no  inoculante,  por  comparação de espectros  de  massa.  Plantas  de milho  foram 
inoculadas com  A. brasilense Ab-V5 e inoculante comercial contendo esta mesma 
estirpe.  As  bactérias  foram  re-isoladas  das  raízes  e  a  identidade  da  estirpe 
referência foi confirmada por amplificação por PCR de fragmento estirpe-específico. 
Entretanto,  não  houve  confirmação  dos  isolados  a  partir  das  raízes  de  plantas 
inoculadas com inoculante comercial.




Plant  growth-promoting  rhizobacteria  (PGPR)  are  beneficial  microrganisms  for 
growth  plants  and  agriculture  because  they  can  posetively  affect  the  crop  field. 
Bacteria from genus Azospirillum are considered PGPR and they have been studied 
on aplication in grass crops. Inoculants with strains Ab-V5 and Ab-V6 of Azospirillum 
brasilense are already marketed for corn and wheat, as well as inoculants containing 
other species of bacteria for crops as soybean, sugar cane, bean and other. Because 
it  is a prouct with biological  material,  it's  necessary an efficient method of quality 
control in the identification of bacteria. Mass spectrometry MALDI-TOF is an efficient, 
fast and cheap method in the identification of microrganisms. Many studies show the 
use of the technique of clinic interest, however there is an increase of ambiental, 
agricultural and quality control studies, for example. In view of the potencial of the 
inoculants containing PGPR, the great useof theses products for farmers and the 
potencial of MALDI-TOF MS, our objective was apply the technique of identification 
of microrganisms by MALDI-TOF for quality control of comercial inoculants used in 
crop yields.  As results,  it  was obtained mass espectra  MALDI-TOF of  reference-
strains of FP2, Sp245, Ab-V5, Ab-V6, Ab-V7 of Azospirillum brasilense, DSM 1691 of 
Azospirillum lipoferum and  BL21  of  Escherichia coli as  representative  peaks  for 
comparation  with  peaks  from  isolates  of  inoculants.  It  was  possible  to  separate 
specie from specie and strain from strain of Azospirillum by analysis of those peaks. 
Seven  inoculants  of  Azospirillum were  analysed  following  quality  control  protocol 
recommended  by  RELARE,  they  have  not  presented  contamination,  just  one 
inoculant  reached  the  number  of  viable  cells  per  mL that  was  indicated  on  the 
product label.Colonies of each medium and each diluition were submmited to MALDI-
TOF analysis and each inoculant obtained representative peaks that were compared 
to the reference strains peaks. An inoculant was mixed with a labeled Herbaspirillum 
seropedicae SmR1, on 1:1 proportion (simulating contamination) and results have 
shown that was possible to identify “contaminant” bacterium and to differentiate from 
strains Ab-V5 and Ab-V6 for espectra comparison. It was inoculated in corn root  A. 
brasilense Ab-V5 and comercial inoculant with same strain. Bacteria were re-isolated 
from  root  and  the  identification  of  reference-strain  was  confirmed  by  fragment 
specific-strain amplification. However it there wasn't success of identification at re-
isolated bacteria from root inoculated with comercial inoculant.
Keywords: MALDI-TOF MS, inoculant, Azospirillum brasilense, quality control.
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1.1 RIZOBACTÉRIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL
As  rizobactérias  promotoras  do  crescimento  vegetal,  ou  PGPR (do  inglês 
“plant  growth  promoting  rhizobacteria”) são  bactérias  do  solo  benéficas  para  o 
crescimento  de  plantas  (GHOLAMI  et  al.,  2009).  Muitos  destes  microrganismos 
dependem  dos  exsudatos  de  raízes  para  sobreviver,  por  isso  são  normalmente 
encontrados  na  rizosfera  de  plantas  (Figura  1),  um  lugar  ideal  para  a  sua 
proliferação devido aos processos físicos, químicos e biológicos da raiz. Contudo, 
são  encontradas  também  em  rizoplanos  e  em  tecidos  da  raiz  e/ou  estruturas 
especializadas  nas  raízes  –  os  nódulos. Além  das  bactérias,  também  são 
considerados  promotores  do  crescimento  vegetal  os  actinomicetos  e  micorrizas 
(NADEEM et al., 2013).
A promoção do crescimento vegetal acontece por ações diversas, tais como: 
produção de fitormônios (auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscísico e etileno); 
fixação  de  nitrogênio;  solubilização  de  fosfato;  e  produção  de  substâncias 
reguladoras  ou  sideróforos  (TIEN  et  al.,  1979;  SAXENA;  MODI  e  MODI  1986; 
Figura 1. ESQUEMA REPRESENTATIVO DA RIZOSFERA.
A rizosfera é constituída por três camadas: endorizosfera – representada pelas células do córtex 
radicular e espaços intercelulares do córtex; rizoplano – superfície da raiz em contato com o solo, 
composta das células epiteliais radiculares e mucilagem; ectorizosfera – partículas do solo mais 
próximas da raiz que não estão em contato com o epitélio da raiz.
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SESHADRI  et  al.,  2000;  STEENHOUDT;  VANDERLEYDEN  2000;  HARTMANN; 
BALDANI 2003; THULER  et al., 2003; BASHAN; HOLGUIN e DE BASHAN, 2004; 
CREUS et al., 2005).
As  PGPR são  encontradas  associadas  a  culturas  vegetais  de  grande 
importância  agrícola  e  são  capazes de promover  o  desenvolvimento  do sistema 
radicular e aéreo, aumentar a produtividade de matéria seca e de grãos, aumentar a 
resistência à seca e a absorção de nutrientes.
De acordo com Nadeem et al. (2013) e Ahemad e Kibret (2014), a promoção 
do  crescimento  vegetal  divide-se  em mecanismo direto  e  mecanismo indireto.  A 
promoção de crescimento direta ocorre quando compostos benéficos são fornecidos 
por uma bactéria à planta hospedeira ou facilitam a absorção de nutrientes do solo, 
as quais produzem fitormônios,  fixam nitrogênio,  solubilizam fosfato,  produzem a 
enzima  ácido  1-carboxílico-1-amino  ciclopropano  (ACC) e  produzem  alguns 
sideróforos  secretados  que  ajudam  na  solubilização  e  absorção  de  ferro.  A 
promoção de crescimento indireta ocorre quando a rizobactéria previne ou reduz 
alguns efeitos dos patógenos da planta, que podem incluir a inibição de patógenos 
pela produção de substâncias reguladoras ou pelo aumento da resistência da planta 
hospedeira contra o organismo patogênico através da produção de  sideróforos. A 
Figura 2 mostra de forma simplificada as formas de ação das rizobactérias para a 
promoção do crescimento vegetal.
Apesar da eficiência das bactérias promotoras do crescimento vegetal, estas 
Figura 2. MECANISMOS DE AÇÃO DE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL POR 
RIZOBACTÉRIAS.
FONTE: AHEMAD; KIBRET, 2014.
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podem agir também como bactérias inibidoras do crescimento, dependendo de suas 
características, forma de ação e das condições específicas da associação. Nadeem 
et al. (2013) relatam que a produção de cianeto por espécies de Pseudomonas pode 
ser considerada promoção bem como inibição de crescimento, pois o cianeto pode 
ser um agente de controle biológico para certos patógenos e causar efeitos adversos 
no crescimento da planta. Outro exemplo é a auxina, que em baixas concentrações 
melhora o crescimento da planta e em altas concentrações inibe o crescimento da 
raiz.
Há um interesse de aplicação na agricultura destes microrganismos como 
biofertilizantes  e  biopesticidas,  bem  como  aplicações  de  fitorremediação  e 
rizorremediação  (NADEEM  et  al.,  2013;  COMPANT;  CLÉMENT  e  SESSITSCH, 
2010). Segundo Steenhoudt e Vanderleyden (2000) Azospirillum é o gênero melhor 
caracterizado  de  rizobactérias  promotoras  do  crescimento  de  plantas,  além  de 
outras  PGPR  diazotrofos  endofíticos  associados  com  plantas  como 
Gluconacetobacter diazotrophicus (JAMES et al., 1994), Herbaspirillum seropedicae  
(RONCATO-MACCARI  et  al.,  2003),  Azoarcus  sp.  (ENGELHARD  et  al.,  2000)  e 
Azotobacter  sp.  (MARTINEZ-TOLEDO;  GONZALEZ-LOPEZ,  1989).  A  pesquisa 
envolvendo a produção de culturas inoculadas com estes organismos tem mostrado 
um aumento significativo na produção, da ordem de 30% em culturas de trigo, milho, 
sorgo  e  arroz  e  podendo  chegar  a  60%  na  cultura  de  cana-de-açúcar 
(STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).
A diversidade  de  bactérias  diazotróficas  endofíticas  varia  nos  estágios  de 
desenvolvimento  e  nas  diferentes  partes  da  planta.  Barraquio  e  colaboradores 
(1997) verificaram que o número de diazotrofos endofíticos em raízes e colmos de 
variedades  de  arroz  irrigado  variou  nos  diferentes  estágios  de  desenvolvimento, 
atingindo número máximo no florescimento.  Rodrigues  et  al. (2006) estudando a 
diversidade  de  bactérias  diazotróficas  endofíticas  dos  gêneros  Herbaspirillum  e 
Burkholderia  na  cultura  do  arroz  inundado  concluíram  que  as  populações  de 
bactérias diazotróficas oscilam durante o desenvolvimento das variedades de arroz e 
o número de bactérias diazotróficas endofíticas do gênero Burkholderia  é maior do 
que  do  gênero  Herbaspirillum  nas  duas  variedades  utilizadas.  Esses  resultados 
sugerem  que  a  diversidade  de  bactérias  diazotróficas  endofíticas  parece  estar 
condicionada à espécie vegetal.  A  Tabela 1 exemplifica outras culturas com suas 
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respectivas  bactérias  relatadas na literatura,  mostrando a  grande diversidade de 
bactérias  e  plantas  hospedeiras  formando  associações  com  potencial  para  uso 
biotecnológico.













Trevo subterrâneo (Trifolium subterraneum L.) Pseudomonas putida





Retama (Retama sphaerocarpa) Bacillus thuringiensis
Medicago spp. (M. nolana, M. rigidula, M. rotata) Sinorhizobium meliloti (tipo selvagem e derivado geneticamente modificado)
Trigo (Triticum aestivum)











Trevo vermelho (Trifolium pratense L.) Brevibacillus spp.
Alface (Lactuca sativa) Glomus mosseae
Canola (Brassica napus L.) Pseudomonas spp.
Mostarda indiana (Brassica juncea)
Rhodococcus spp.
Variovorax paradoxus spp.







FONTE: Adaptado de NADEEM et al., 2013.
O  efeito  “promoção  de  crescimento  vegetal”  não  é  isolado  de  cada 
mecanismo, mas sim a soma de muitos mecanismos que por consequência ajudam 
no desenvolvimento da planta e aumentam o rendimento da plantação. Devido à 
demanda mundial de produção de comida por plantas geneticamente modificadas ou 
pela utilização de agrotóxicos, as rizobactérias promotoras do crescimento vegetal 
podem ser vantajosas no que diz respeito à diminuição do uso desses produtos 
químicos e por já estar disponível aos produtores de países desenvolvidos e países 
em desenvolvimento (AHEMAD; KIBRET, 2014).
1.2 O GÊNERO AZOSPIRILLUM
As  bactérias  do  gênero  Azospirillum  são  microrganismos  diazotróficos 
(capazes de fixar nitrogênio atmosférico), aeróbios, de vida livre, sendo encontrados 
no  solo  e  associados  com raízes  de  plantas  como  o  milho,  trigo,  sorgo,  arroz, 
banana e abacaxi. Possuem ampla distribuição geográfica, sendo encontradas em 
regiões temperadas, subtropicais e tropicais. São eficientes na fixação de nitrogênio 
in  vitro,  tendo um grande potencial  de uso como biofertilizante,  já  foi  isolado de 
raízes de mais de 100 espécies de plantas e também podem ser aplicadas com 
sucesso em raízes de plantas que não apresentam  histórico de colonização com 
esta bactéria (DÖBEREINER; DAY, 1976; PEDROSA, 1987; DÖBEREINER, 1991; 
GUNARTO  et al.,  1999; CRUZ  et al., 2001;  BASHAN; HOLGUIN e DE BASHAN, 
2004).
Azospirillum  spp.  são  Gram  negativas,  curvas  e  móveis,  pertencentes  a 
classe  das  Alfa-Proteobactérias  (YOUNG,  1992)  e  atualmente  são  descritas 
dezessete  espécies:  A.  brasilense,  A.  lipoferum  (TARRAND  et  al.,  1978),  A. 
halopraeferens  (REINHOLD  et  al.,  1987),  A.  amazonense  (MAGALHÃES  et  al., 
21
1983),  A. irakense  (KHAMAS  et al.,  1989),  A. largimobile  (SLY; STACKEBRANDT, 
1999;  BEN  DEKHIL  et  al.,  1997;  Validation  List  No.  62  –  IJSEM,  1997),  A. 
doebereinerae  (ECKERT et al.,  2001),  A. oryzae  (XIE; YOKOTA, 2005),  A. melinis 
(PENG et al., 2006), A. canadense (MEHNAZ et al., 2007a), A. zeae (MEHNAZ et al., 
2007b),  A. rugosum  (YOUNG  et al.,  2008),  A. fermentarium  (LIN  et al.,  2013),  A. 
formosense (LIN et al., 2012), A. humicireducens (ZHOU et al., 2013) A. picis (LIN et 
al., 2009) e A. thiophilum (LAVRINENKO et al., 2010). Entre elas, A. brasilense e A.  
lipoferum são as melhores caracterizadas (BALDANI; BALDANI, 2005). Estas duas 
espécies tiveram seus genomas recentemente sequenciados (WISNIEWSKI-DYE et 
al., 2011).
 Estas bactérias são potencialmente benéficas para a agricultura  pois  são 
conhecidas  como  promotoras  de  crescimento  vegetal,  podendo  influenciar 
positivamente no crescimento da planta, no rendimento da safra e no conteúdo de 
nitrogênio  da  planta.  Em certas  condições  de  ambiente  e  solo,  podem produzir 
substâncias promotoras do crescimento vegetal,  como alguns fitormônios (OKON; 
ITZIGSOHN, 1995; STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000; HUNGRIA et al., 2010; 
HUNGRIA, 2011; PICCININ et al., 2013).  Aumentos significativos no rendimento da 
produção  de  grãos  são  observados  com  a  inoculação  de  Azospirillum  spp., 
juntamente com um aumento no conteúdo de fósforo, potássio e de nitrogênio total  
das plantas (BASHAN; HOLGUIN e DE BASHAN, 2004). O aumento na produção e 
o  crescimento  após  a  inoculação  com  estirpes  de  Azospirillum  spp.  tem  sido 
atribuído  principalmente  a  um  efeito  geral  no  crescimento  das  raízes  e  uma 
consequente melhora na capacidade de assimilação de nutrientes e resistência a 
seca pela planta.
Em  experimentos  de  inoculação  em  campo,  organismos  deste  gênero 
mostraram  ter  capacidade  de  aumentar  o  rendimento  de  várias  gramíneas 
economicamente  importantes  como  trigo,  sorgo,  milho  e  tomate  (da  família 
Solanacaea),  em solos  e  regiões climáticas  diferentes  (PATRIQUIN  et  al.,  1983; 
BASHAN  et  al.,  1991;  OKON;  VANDERLEYDEN,  1997;  BASHAN;  DE BASHAN, 
2002;  HUNGRIA  et  al.,  2010).  Trabalhos  recentes  mostraram que  A.  brasilense 
também pode exercer efeitos benéficos inibindo a proliferação de patógenos, fixando 
nitrogênio  em associação com plantas e  induzindo a  expressão de sistemas  de 
captação de amônio em plantas (BASHAN; DE BASHAN, 2002; BASHAN; HOLGUIN 
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e DE BASHAN, 2004; RUSSO et al., 2008).
O uso de inoculantes contendo Azospirillum poderia ajudar na redução do uso 
de  fertilizantes  químicos  diminuindo  os  custos  e  a  contaminação  causada  por 
fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA et al., 2010). Seu uso como biofertilizante já foi 
aprovado no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 
para as culturas de milho e trigo.
A  inoculação  de  A.  brasilense  permite  a  redução  de  cerca  de  50%  do 
fertilizante nitrogenado, mantendo a mesma produtividade. Somente no Brasil, isto 
corresponde a cerca de 52 kg de N/ha em 14,1 milhões de hectares para o milho e  
cerca de 35 kg de N/ha em 2,4 milhões de hectares para o trigo,  gerando uma 
economia de aproximadamente US$ 1,2 bilhões/ano. Portanto, o uso de inoculantes 
contendo Azospirillum pode contribuir para a meta de redução do uso de fertilizantes 
químicos (HUNGRIA et al., 2010).
Devido à grande amplitude de efeitos benéficos induzidos pela inoculação de 
Azospirillum, vários países já utilizam A. brasilense como inoculante para gramíneas 
e outras culturas gerando ganhos de produtividade de até 30% (OKON; ITZIGSOHN, 
1995).
1.3 TECNOLOGIA DE INOCULANTES
O elemento nitrogênio é um dos fatores limitantes para o desenvolvimento de 
plantas (DIXON; KAHN, 2004),  e  também o mais caro dos fertilizantes agrícolas 
(PEDROSA, 1987). De forma geral, nenhum vegetal é capaz de utilizar diretamente 
o nitrogênio atmosférico, sendo necessário o uso de fertilizantes nitrogenados ou a 
presença  de  microrganismos  diazotróficos,  tais  como  Azospirillum  brasilense e 
Herbaspirillum seropedicae, que convertam o nitrogênio atmosférico a amônia e o 
disponibilizem para o vegetal.
A  utilização  de  fertilizantes  nitrogenados  não  só  encarece  os  custos  da 
produção agrícola, como também acarreta diversos danos ecológicos, uma vez que 
cerca de 50% do total de fertilizantes aplicados é perdida durante os processos de 
chuvas, erosões e ainda atividades bacterianas (PEDROSA, 1987). Entre os danos 
23
causados  ao  meio  ambiente  pelo  uso  de  fertilizantes  nitrogenados  incluem-se 
eutrofização de rios e lagos, acidificação do solo e emissão de óxidos de nitrogênio 
na atmosfera (DIXON; KAHN, 2004).
Além dos danos diretos causados ao solo durante a utilização de fertilizantes 
nitrogenados, no processo de produção destes, ocorre uma demanda de grandes 
quantidades de energia, normalmente oriunda da utilização de combustíveis fósseis, 
o que acarreta no aumento da emissão de dióxido de carbono, poluindo a atmosfera.  
Uma alternativa ao uso de fertilizantes químicos é a exploração da fixação biológica 
de nitrogênio por bactérias associadas às culturas de gramíneas (LADHA; REDDY, 
2003; WU et al., 1995).
A Rede de Laboratórios para a Recomendação, Padronização e Difusão de 
Tecnologia  de  Inoculantes  Microbianos  de  Interesse  Agrícola (RELARE)  é  de 
fundamental  importância  no  cenário  agrícola  brasileiro,  tendo  como  base  a 
produtividade  sustentável  associada  à  melhoria  ou  manutenção  da  qualidade 
ambiental.  Seu  papel  é  histórico  e  decisivo  para  o  avanço  da  legislação  sobre 
inoculantes microbianos. Entre os objetivos da RELARE destaca-se a congregação 
de  pesquisadores  e  produtores/importadores  de  inoculantes  microbianos  de 
interesse  agrícola  no  Brasil  (http://www.cnpso.embrapa.br/relare). Unindo  os 
esforços das entidades de pesquisa e das empresas produtoras de inoculante em 
torno de objetivos comuns, a tecnologia da Fixação Biológica de Nitrogênio evoluiu 
de forma mais organizada e rápida, possibilitando que o Brasil se tornasse o país 
com maior uso de inoculantes do mundo.
O conjunto existente hoje, desde a seleção e recomendação de estirpes para 
uso em inoculantes, novos padrões de qualidade de inoculantes, pesquisas em rede 
nacional, sugestões de legislação, até protocolos de experimentação agrícola têm 
saído das reuniões do grupo de pesquisadores e de empresas nos encontros da 
RELARE.  Também  participam  de  forma  ativa  destas  reuniões  pesquisadores  e 
empresas da Argentina e do Uruguai, pois estes dois países exportam inoculantes 
para o Brasil.
Uma  das  propostas  da  RELARE  foi  a  criação  de  um  Fundo  de  Apoio  à 
Pesquisa  (FAPANPII),  ideia  apoiada  pela  Associação Nacional  dos  Produtores  e 
Importadores de Inoculantes (ANPII), que consiste em uma quantia sobre cada dose 
de inoculante vendido no Brasil.  Esse fundo já  tem financiado várias  pesquisas, 
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ajudou na manutenção do Banco de Estirpes, onde são mantidas, catalogadas e 
distribuídas  as  estirpes  de  Rhizobium e  Bradyrhizobium,  sendo  o  centro  de 
referência  e  o  laboratório  oficial  de  análises  dos inoculantes  comercializados  no 
país.
No início dos anos 80, foi elaborada pelo Ministério da Agricultura a primeira 
legislação, Lei Nº  6.894, de 16 de dezembro de 1980 (Anexo 1), exigindo que as 
empresas produtoras  tivessem uma série  de  equipamentos mínimos necessários 
para a produção do insumo. A concentração mínima era de 100 milhões de bactérias 
por grama no momento da produção e de 10 milhões no final do prazo de validade. 
Em  10  de  dezembro  de  2013,  a  Lei  Nº  12.890  (Anexo  2)  foi  elaborada  para 
complementação de uma legislação mais  adequada sobre  o assunto. Em 14 de 
janeiro de 2004,  o Decreto Nº 4.954 desta mesma Lei  dispõe sobre a inspeção e 
fiscalização da produção e do comércio de fertilizantes, corretivos, inoculantes ou 
biofertilizantes destinados à agricultura (http://www.anpii.org.br).
Desta maneira,  o inoculante é um material  com uma formulação contendo 
uma ou mais espécies e/ou estirpes de bactérias promotoras de crescimento vegetal  
(BASHAN, 1998). Estas bactérias são microrganismos que beneficiam a planta por 
colonizar a superfície de raízes, rizosfera, filosfera e tecidos internos das plantas 
(HUNGRIA, 2011). Aproximadamente 50 milhões de toneladas de NH4+ por ano são 
fixados  por  bactérias  associadas  a  leguminosas  de  importância  agrícola. 
Adicionalmente,  3  a  5  milhões  de  t  de  amônio  são  produzidas  por  bactérias 
associadas a leguminosas em ecossistemas naturais (GRAHAM; VANCE, 2003). Na 
Tabela  2,  a  fixação  de  nitrogênio  é  comparada  entre  Azospirillum e  Rhizobium 
evidenciando que os mecanismos entre estes dois grupos são diferentes, porém são 
de igual importância para a planta.
Tabela 2. COMPARAÇÃO ENTRE RIZÓBIOS E BACTÉRIAS DE VIDA LIVRE NA FUNÇÃO DE 
FIXAÇÃO DE NITROGÊNIO.
Grupo dos rizóbios Grupo de vida livre
A bactéria  não fixa nitrogênio sem se associar 
com a planta 
A  bactéria  fixa nitrogênio  mesmo  sem  estar 
associada à planta 
As  bactérias  penetram  na  planta  e  formam 
nódulos 
As  bactérias  penetram  na  planta  mas  não 
formam nódulos 
Para  fixar  nitrogênio,  há  a  necessidade da 
formação de nódulos 
A  fixação  de  nitrogênio  independente da 
formação de nódulos 
A  planta tem  um  papel fundamental na A  planta tem um  papel menos importante na 
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regulação do funcionamento dos nódulos regulação da associação 
O desenvolvimento de um inoculante eficaz requer a integração de processos 
físicos, químicos e biológicos. Os parâmetros biológicos incluem a seleção de uma 
bactéria promotora de crescimento vegetal eficiente que exiba uma alta densidade 
populacional  (STEPHENS;  RASK,  2000)  de  maneira  a  sobreviver  e  tornar-se 
disponível  para a planta (BASHAN, 1998).  A inoculação de PGPR é um método 
promissor  na  agricultura  com  papel  importante  e  os  efeitos  esperados  incluem 
fixação  de  nitrogênio,  proteção  de  diversas  culturas,  biocontrole  de  doenças, 
melhoramento na absorção de minerais e efeitos nutricionais, bem como hormonais 
(OKON; ITZIGSOHN, 1995; LASLO et al., 2012; PICCININ et al., 2013).
Uma grande quantidade de nitrogênio é incorporada no sistema solo/planta a 
partir  da  atmosfera,  sendo  a  fixação  biológica  de  nitrogênio  (FBN)  a  maior 
responsável  por  esta  transferência.  A importância  da  FBN na  agricultura  é  bem 
exemplificada pela soja, da família Fabaceae, cultura com grandes necessidades de 
nitrogênio  e  cerca  de  24  milhões  de  hectares  semeados  em todo  o  país.  Para 
produzir 1.000 kg de grãos a soja, por seu elevado teor de proteína, necessita de 
cerca de 80 a 100 kg de nitrogênio.  Assim, para os 24 milhões de hectares da 
cultura, presumindo uma produção de 3.000 kg/ha, são necessários 6 milhões de t 
de nitrogênio supridos pela FBN, o equivalente a cerca de 13 milhões de t de ureia. 
Atualmente, a soja não recebe fertilizantes nitrogenados, somente inoculação com 
Bradyrhizobium spp., o que representa uma economia anual de mais de US$ 2 bi 
para o Brasil. A 26 ilustra a diferença entre a raiz de soja não inoculada e inoculada. 
Segundo a Embrapa, no feijoeiro, há a aplicação de Rhizobium tropici, dispensando 
o uso de fertilizante e dobrando a produção (http://www.embrapa.br).
Nos anos de 2001 a 2004, o aumento nas vendas de inoculante acompanhou 
o crescimento da área plantada com soja. Em 2005 ocorreu a crise na agricultura a 
qual levou os agricultores a abandonarem muitas tecnologias. Naquele ano a área 
de soja aumentou, mas houve uma queda acentuada no uso de inoculante.
Segundo dados da ANPII  e IBGE/CONAB, em 2005 houve uma queda de 
30,5% no uso de inoculantes em relação a 2004, enquanto a área de soja cresceu 
8,4%,  respectivamente  (Figura  4).  Já  em  2006  houve  outra  queda  brusca  no 
consumo  de  inoculante,  caindo  as  vendas  em  mais  28%,  em  relação  a  2005, 
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enquanto a área de soja diminuiu apenas 5,7%.
A partir de 2006 a área de soja estabilizou-se até 2009, em torno dos 21 a 22  
milhões  de  hectares,  com mínimas  variações,  enquanto  o  inoculante  iniciou  um 
constante aumento em seu uso nas lavouras.
A fixação  de  nitrogênio  microbiológica  natural  é  menor  para  culturas  de 
gramíneas, requerendo suplementação com fertilizantes nitrogenados (PICCININ et 
al.,  2011). O primeiro inoculante para gramíneas, desenvolvido pela Embrapa, foi 
Figura 4. COMPARAÇÃO ENTRE VENDAS DE INOCULANTES* E ÁREA DE SOJA PLANTADA**.
*FONTE: Dados estatísticos da ANPII; **FONTE: IBGE/CONAB (Instituto Brasileiro De Geografia e 
Estatística/Companhia Nacional de Abastecimento).
Figura 3. RAÍZES DE SOJA.
(A) Raiz não-inoculada com Bradyrhizobium sp. É possível ver que há poucas raízes secundárias e 
poucos nódulos. (B) Raiz inoculada com Bradyrhizobium sp. É possível comparar com a imagem A 




para  a  cana-de-açúcar,  com  cinco  estirpes  isoladas  da  própria  cana-de-açúcar, 
sendo  elas:  Gluconacetobacter  diazotrophicus,  Herbaspirillum  seropedicae,  
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica. A 
economia chega a 50 mil toneladas de fertilizantes nitrogenados a menos em 1,2 
milhões de hectares, sem diminuir a produtividade. No norte do Brasil, o custo de 
produção  do  milho  reduziu  em  7,5%,  em  números  reais,  R$  300  por  hectare 
(http://www.embrapa.br).  Neste  caso,  a  seleção  de  estirpes  de  bactérias  mais 
eficientes na promoção do crescimento vegetal tem sido objeto de intensos estudos 
(HUNGRIA et al., 2010; OKON; ITZIGSOHN, 1995).
Cavallet  e  colaboradores  (2000)  demonstraram  a  eficiência  de  bactérias 
diazotróficas em associação com gramíneas e propuseram o uso de um produto 
comercial  a  base  de  Azospirillum  sp.  A  produtividade  de  grãos  de  milho  foi 
aumentada  de  5.211  kg/ha  para  6.067  kg/ha,  ou  seja,  aumento  de  17%  e  o 
comprimento  médio  das  espigas  foi  de  13,6  para  14,4  cm,  aumento  de  6%.  A 
aplicação de nitrogênio na semeadura e/ou em cobertura, não causou efeito sobre a 
produtividade do milho. A Figura 5 mostra a raiz de milho sob o efeito de inoculação 
com Azospirillum sp.
Cada parte, dentro da cadeia do inoculante deve trabalhar com o máximo de 
qualidade,  visando a obtenção de um resultado altamente satisfatório em todo o 
processo: a seleção de estirpes é fundamental, a produção de inoculantes eficazes é 
indispensável, uma divulgação acessível da tecnologia e de seus benefícios, uma 
legislação moderna e compatível com a tecnologia, uma fiscalização intensiva e o 
uso da maneira correta por parte do agricultor - o elo final da cadeia.
Desta  forma,  os  inoculantes  se  firmam  cada  vez  mais  como  um  insumo 
indispensável para a cadeia produtiva de leguminosas e gramíneas, constituindo-se 
em um elo importante para o Brasil manter seu elevado nível de competitividade na 
produção de grãos (http://www.anpii.org.br).
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1.4 MALDI-TOF MS
A proteômica  é  uma  abordagem  que  explica  a  informação  contida  nas 
sequências  genômicas  por  observação  simultânea  de  um  grande  número  de 
proteínas em termos de estrutura, função e controle de vias e processos biológicos 
(AEBERSOLD;  GOODLETT,  2001).  A espectrometria  de massa (do inglês “mass 
spectrometry - MS”) é uma ferramenta fundamental nesses experimentos, utilizada 
para identificar e buscar proteínas (ALM et al., 2006). É ideal para a determinação 
exata da massa molecular de biopolímeros e medidas de pesos moleculares são 
empregados rotineiramente na análise quantitativa e qualitativa de macromoléculas 
(KRISHNAMURTHY et al., 1996; BAKHTIAR; NELSON, 2001).
Anhalt  e  Fenselau  (1975)  foram os  primeiros  a  propor  a  identificação  de 
Figura 5. RAÍZES DE MILHO.
Planta lado esquerda é visto pouca raiz e poucas folhas no caule, cor verde menos intensa. Planta 
lado direita é visível o aumento no número de raízes e de folhas no caule, crescimento mais vigoroso 
com cor verde mais intensa.
FONTE: http://www.agrolink.com.br/noticias/NoticiaDetalhe.aspx?codNoticia=94619
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bactérias através da espectrometria de massa para uma rápida caracterização de 
patógenos  humanos.  Na  década  de  1980,  o  desenvolvimento  de  técnicas  de 
dessorção/ionização leve, tais como o “Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization  
Time-of-Flight Mass Spectrometry” (MALDI-TOF MS) e “Eletrospray Ionization Mass  
Spectrometry” (ESI MS), tornou possível a análise de biomoléculas complexas como 
carboidratos, lipídeos e, até, proteínas intactas (AEBERSOLD; GOODLETT, 2001; 
TANAKA; FENN, 2002; SCHILLER et al., 2004; CARBONNELLE et al., 2011). Mais 
tarde,  pôde  ser  aplicada  para  produzir  perfis  de  proteínas  através  de  extratos 
celulares  purificados  e  também diretamente  da  superfície  de  células  intactas  de 
bactérias (CLAYDON et al., 1996; HOLLAND et al., 1996; KRISHNAMURTHY et al., 
1996;  CARBONNELLE  et  al.,  2007,  2011;  CROXATTO  et  al.,  2012;  BISWAS; 
ROLAIN, 2013).
Holland et al. (1996) e Claydon et al. (1996) foram os primeiros a desenvolver 
uma técnica de identificação de bactérias através do MALDI-TOF MS com sucesso. 
O  esquema  da  Figura  6 mostra  simplificadamente  o  funcionamento  do 
espectrômetro  de massa MALDI-TOF.  Células  da amostra  a  ser  identificada são 
lisadas para liberar as proteínas intracelulares, são espotadas em placas de aço sob 
uma  solução  de  matriz  orgânica.  A  adição  desta  matriz  proporciona  a  co-
cristalização  da  amostra,  o  tamanho  e  a  intensidade  dos  picos  das  moléculas 
depende da matriz escolhida. Os resultados são então coletados eletronicamente e 
são convertidos de medida de TOF para valores massa/carga (m/z). As massas de 
proteínas são registradas como picos distintos que juntos formam um conjunto de 
espectros,  os  fingerprints, caracterizando a  amostra  bacteriana  (ZIEGLER  et  al., 
2012;  CANTÚ  et  al.,  2008). Muitos  trabalhos  utilizando  MALDI-TOF  MS  para 
identificação de microrganismos tem focado em demonstrar que a reprodutibilidade 
de espectros de massa pode ser obtida usando células inteiras e desenvolvendo 
algoritmos para interpretação e comparação destes espectros (BISWAS; ROLAIN, 
2013).
A  identificação  de  bactérias  por  espectrometria  de  massa  apresenta  as 
seguintes  vantagens:  (I)  não  está  restrita  a  marcadores  pré-específicos  como  a 
detecção molecular por anticorpos, oligonucleotídeos iniciadores de DNA ou sondas 
que  se  ligam  a  alvos  pré-determinados  e  especificados;  (II)  é  rápida  -  em  um 
experimento  desde  o  preparo  da  amostra  até  o  resultado  final  requer  alguns 
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minutos, enquanto que pelo método tradicional microbiológico são necessários dias;
(III) é sensível - sendo possível gerar sinais de detecção de uma amostra contendo 
menos de 104 células de microrganismos; (IV) é precisa - a variedade de amostra em 
estoque, o modo de preparo das amostras e seus diferentes ambientes podem ser 
diferenciados em instrumentos de MS; (V) possui baixo custo para identificação e 
caracterização precisa de gênero, espécie e até mesmo estirpe de microrganismos. 
Diante  disso,  consiste  em  uma  alternativa  para  laboratórios  convencionais  de 
bioquímica,  podendo  ser  aplicada  por  várias  áreas  como  diagnóstico  médico, 
biodefesa,  segurança  nacional,  monitoramento  ambiental,  manejo  agrícola, 
segurança  no  trabalho,  controle  de  qualidade  ambiental  e  alimentício,  além  da 
identificação de microrganismos (CLAYDON  et  al.,  1996;  DEMIREV  et  al.,  1999; 
CARBONNELLE  et al.,  2007; DEMIREV; FENSELAU, 2008; VELOO  et al.,  2008; 
CROXATTO et al., 2012; KLIEM; SAUER, 2012).
Como  o  MALDI-TOF  MS  baseia-se  em  análises  fenotípicas,  ou  seja,  as 
diferentes condições de crescimento como meios de cultura, tempo de incubação, 
pH, temperatura, métodos de extração química, entre outros, podem alterar o perfil  
de  espectros  dos  microrganismos,  a  técnica  precisa  de  um  protocolo  padrão  e 
Figura 6. ESQUEMA TÉCNICO DO FUNCIONAMENTO DE MALDI-TOF MS.
FONTE: CANTÚ et al., 2008.
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atualização constante dos bancos de dados de espectros múltiplos de espécies bem 
caracterizadas  (CARBONNELLE  et  al.,  2007,  2011;  KLIEM  e  SAUER,  2012; 
BISWAS; ROLAIN, 2013). VAN VEEN; CLAAS e KUIJPER (2010) desenvolveram 
um estudo com 980 isolados de interesse clínico com análise em MALDI-TOF MS, 
92% dos isolados foram identificados corretamente em nível de espécie comparado 
com 83,1% de isolados identificados por métodos convencionais. Sendo assim, os 
pesquisadores concluíram que métodos convencionais resultaram em mais de 1,6% 
de erro na identificação em nível  de gênero comparado com o erro de 0,1% do 
MALDI-TOF  MS.  Entretanto,  Dingle  e  Butler-Wu  (2013)  afirmam  que  a 
reprodutibilidade  dos  picos  não  é  afetada  por  meios  de  cultura,  condições  de 
crescimento, ou outros, porque na faixa de 2 a 20 kDa de detecção no MALDI TOF 
MS predominam picos de proteínas ribossomais e a expressão destes genes não 
altera sob diferentes condições de cultivo.
Desde  o  final  da  década  de  1990,  houve  um  aumento  significativo  de 
publicações relacionadas à identificação de microrganismos pelo MALDI-TOF devido 
ao sucesso da técnica em identificar bactérias, fungos e vírus. A identificação de 
microrganismos é baseada em duas abordagens: (I) comparação de espectros de 
massa com um banco de dados – são gerados espectros únicos de células intactas 
ou de extratos celulares, e depois comparados com bibliotecas de  fingerprint para 
estirpes referência disponíveis comercialmente. É conveniente desenvolver bancos 
de  dados  específicos  contendo  picos  únicos  e  conservados  que  colaborem  na 
identificação de espécies e subespécies (CARBONNELLE et al., 2007; CROXATTO 
et al., 2012; KLIEM; SAUER, 2012); (II) equivalência de massas de biomarcadores 
com banco de dados de proteoma – a massa do biomarcador é associada com um 
microrganismo desconhecido e, então, são identificados por uma massa molecular 
de  proteína  correspondente  no  espectro  com uma massa molecular  de  proteína 
prevista de um genoma sequenciado (DEMIREV et al., 1999). Este método supõe 
que a maioria das biomoléculas de extratos celulares inteiros observados acima de 
4.000 m/z são proteínas. Porém, esta aplicação é limitada aos microrganismos que 
possuem seu genoma sequenciado (CROXATTO et al., 2012).
A maioria das espécies representadas nos bancos de dados são aquelas de 
interesse clínico. Entretanto, a atenção no monitoramento da população microbiana 
em  diversos  ambientes  vem  aumentando  por  conta  das  diferentes  esferas  de 
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interesse humano, tais como agrícola, ecológica, veterinária, análise de alimentos e 
pesquisa básica (KOUBEK  et al., 2012; KRÁSNÝ; HYNEK e HOCHEL, 2013), por 
isso o interesse em expandir os bancos de dados para espécies microbianas que 
não  sejam  patógenos  humanos.  Com  isso,  o  MALDI-TOF  MS  abre  uma  nova 
maneira para estudos ecológicos e de diversidade, analisando grandes populações 
de isolados e permitindo a diferenciação de estirpes, espécies e gêneros. Trabalhos 
recentes  demonstram  o  potencial  de  aplicação  na  identificação  de  rizóbios  de 
crescimento  rápido  e  lento  (FERREIRA  et  al.,  2011;  ZIEGLER  et  al.,  2012; 
SÁNCHEZ-JUANES  et  al.,  2013),  bactérias fermentadoras de vinagre (ANDRÉS-
BARRAO et al., 2013), sub-grupos do gênero Frankia, que fixam nitrogênio (HAHN 
et al., 2011), caracterização de Enterococcus em águas contaminadas (GIEBEL et 
al., 2008) e caracterização de bactérias anaeróbias não patogênicas (VELOO et al., 
2008).
Stets  e  colaboradores  (2013),  num  estudo  de  diversidade  bacteriana  de 
isolados  de  trigo,  mostraram  que  é  possível  a  identificação  e  diferenciação  de 
estirpes  de  bactérias  do  gênero  Azospirillum através  da  técnica  de  MALDI-TOF 
(Figura 7). Também foi constatada a diferenciação dos gêneros Pseudomonas sp., 
Pantoea sp., Acinetobacter sp. e Enterobacter sp.
A  espectrometria  de  massa  em  conjunto  com  a  cromatografia  e  a 
bioinformática é a tecnologia que mais cresce na era pós-genômica, alimentando 
grandes avanços nesta área (DEMIREV; FENSELAU, 2008).
Figura 7. DENDROGRAMA BASEADO EM ESPECTROS GERADOS EM MALDI-TOF MS DE 
CÉLULAS INTEIRAS POR ESPÉCIES DE Azospirillum E ESTIRPES REFERÊNCIA.
A. brasilense estirpes Sp7, Sp245 (tipo selvagem), FP2, HM210 (derivado de Sp7), SF5 e SF0 
(derivados de Sp245); A. amazonense estirpes Y2 e Y6 (tipo selvagem); A. lipoferum estirpe DSM 
1691.
FONTE: STETS et al., 2013.
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2. JUSTIFICATIVA
Atualmente, o controle de qualidade de inoculantes é padronizado pela Rede 
de  Laboratórios  para  Recomendação,  Padronização  e  Difusão  de  Tecnologia  de 
Inoculantes Microbianos de Interesse Agrícola (RELARE, 2007; Anexo 3), sede na 
Embrapa Soja, Londrina – PR. O controle de qualidade de inoculantes é realizado 
pela contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) em meios semi-seletivos 
para a verificação do número de células viáveis dos microrganismos presentes no 
inoculante  e  revelar  a  presença  de  contaminantes  que sejam fisio/morfologica  e 
bioquimicamente distintos daqueles comercializados no inoculante.  Os testes são 
baratos e de análise simples, porém são trabalhosos e não são capazes de distinguir  
espécies e estirpes, o que não garante a qualidade e o efeito controle de qualidade 
do produto.
Técnicas  de  identificação  de  microrganismos  como  análises  fisiológicas, 
sorológicas, bioquímicas, genômicas, entre outras, são usadas rotineiramente neste 
tipo de identificação, mas são igualmente trabalhosos e demorados. Atualmente, a 
identificação e classificação de microrganismos através da espectrometria de massa 
do tipo MALDI-TOF é comum, a qual se baseia no perfil de massa de biomoléculas 
característico de cada espécie/estirpe.  A identificação pode ser determinada pela 
comparação de seu perfil de massa em um banco de dados comercial disponível, e, 
em alguns casos, também são usados bancos de dados públicos de sequências 
proteicas. A técnica de identificação por espectrometria de massa assemelha-se ao 
do  sequenciamento  do  gene  16S  rRNA  na  identificação  e  caracterização  de 
bactérias mostrando que a técnica apresenta resolução em nível de espécie/estirpe 




Aplicar a técnica de MALDI-TOF MS em conteúdo celular total na identificação 
de  estirpes  de  bactérias  promotoras  do  crescimento  vegetal  para  o  controle  de 
qualidade de inoculantes comerciais usados em culturas agrícolas.
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
• Determinar  os  perfis  de  massa  para  as  estirpes  referência  usadas  para 
produção de inoculantes;
• Aplicar os métodos qualitativos e quantitativos recomendados para controle 
de qualidade de inoculantes comerciais;
• Isolar bactérias de inoculantes comerciais para caracterização e identificação 
tanto  de  estirpes  de  bactérias  usadas  com  inoculante  quanto  bactérias 
contaminantes;
• Identificar molecularmente estirpes de bactérias isoladas de inoculantes, por 
MALDI-TOF MS, amplificação de fragmento específico e/ou sequenciamento 
do gene 16S rRNA;
• Avaliar a capacidade da técnica de espectrometria de massa na identificação 
das  bactérias  e  estabelecer  as  condições  para  seu  uso  no  controle  de 
qualidade dos inoculantes comerciais;
• Avaliar a capacidade da técnica para identificação de Azospirillum brasilense 
Ab-V5  e  Ab-V6  presente  em  inoculantes  comerciais  após  inoculação  em 
raízes de milho inoculadas em condições controladas.
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4. MATERIAL E MÉTODOS
4.1 BACTÉRIAS E CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO
Foram utilizadas estirpes de Azospirillum brasilense e Azospirillum lipoferum, 
todas  obtidas  da  coleção  de  cultura  do  Núcleo  de  Fixação  de  Nitrogênio  da 
Universidade Federal do Paraná,  Herbaspirillum seropedicae RAM4  e  Escherichia 
coli  BL21,  cedidos  gentilmente  pela  Prof.  Dr.  Rose  Adele  Monteiro  e  Prof.  Dr. 
Luciano Fernandes Huergo respectivamente. A descrição de cada encontra-se na 
Tabela 3.
Tabela 3. ESPÉCIES E ESTIRPES DE BACTÉRIAS UTILIZADAS COMO REFERÊNCIA.
Espécie Estirpe Resistência Referência
Azospirillum brasilense






HUNGRIA et al., 2010Ab-V6
Ab-V7
Azospirillum lipoferum DSM 1691 REINHOLD et al., 1986
Herbaspirillum seropedicae RAM4 Km (100 µg/mL) MONTEIRO et al., 2008
Escherichia coli BL21 - STUDIER; MOFFATT, 1986
Para recuperação dos estoques de  A. brasilense  e  A. lipoferum, as estirpes 
foram inoculadas em NFbHPN lactato (MACHADO  et al.,  1991) sólido com seus 
respectivos antibióticos  por 2 dias a 30 °C.  Herbaspirillum seropedicae RAM4 foi 
cultivado em NFbHPN malato sólido (KLASSEN  et al., 1997) por um dia a 30 °C. 
Escherichia coli BL21 foi plaqueada em meio LA por 1 dia a 37 °C.
Estoques das bactérias foram preparados centrifugando-se 1 mL da cultura 
saturada por 1 min a 12.000 g. O sedimento de células obtido foi ressuspenso em 1 
mL de glicerol 50% e conservado a -20 °C. As células também foram mantidas em 
meio sólido a 4 °C.
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Tabela 4. INOCULANTES COMERCIAIS CONTENDO Azospirillum brasilense.






Inoc Bras Axion Pluz AZ líquido 692073 Ab-V5 e Ab-V6 13/03/2012 18 meses 3x108 milho/trigo
Ballagro Agro 
Tecnologia Hober Azos líquido 862137 Ab-V5 e Ab-V6 16/05/2012 18 meses 3x10
8 milho/trigo
Simbiose Simbiose Maiz líquido 078004201312000 Ab-V5 e Ab-V6 09/2013 6 meses 5x10
8 milho/trigo
Nitro 1000 Nitro 1000 Gramíneas líquido 1100613 Ab-V5 e Ab-V6 03/07/2012 18 meses 2x10
8 milho/trigo
Total 
Tecnologia Azototal líquido 031912 Ab-V5 e Ab-V6 NI NI 2x10
8 milho/trigo
Stoller do Brasil Masterfix Gramíneas líquido 25047-11211 Ab-V5 e Ab-V6 05/12/2011 NI 2x10
8 milho/trigo/arroz




Inoculantes descritos em ordem aleatória. Todas as informações contidas na tabela foram retiradas das embalagens dos produtos.
(NI) não informado na embalagem.
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4.2 CONTROLE DE QUALIDADE DE INOCULANTES COMERCIAIS
Azospirillum  brasilense  Ab-V5,  Ab-V6,  Ab-V7  e  Sp245  são  as  estirpes 
utilizadas em inoculantes comerciais. As empresas que produzem esses inoculantes 
e  suas  recomendações estão  relacionadas  na  Tabela  4.  Os  inoculantes  foram 
gentilmente  cedidos para  análises  pelas  empresas que os  comercializam,  sendo 
utilizados  para  o  controle  de  qualidade  a  partir  de  métodos  padronizados  pela 
RELARE  (2007;  Anexo  3)  e  para  o  desenvolvimento  de  método  baseado  em 
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.
4.2.1  ISOLAMENTO  E  CONTAGEM  DA  POPULAÇÃO  DE  BACTÉRIAS  NO 
INOCULANTE
4.2.1.1 ISOLAMENTO E CONTAGEM DE Azospirillum brasilense
Os inoculantes contendo estirpes de  Azospirillum brasilense passaram pelo 
processo de  diluição seriada  em solução salina  0,9%,  de acordo com protocolo 
padronizado pela RELARE (2007; Anexo 3). Alíquotas de 100 µL das diluições 10-5 a 
10-7 foram transferidas para placas de petri com os meios ágar-nutriente (NA), meio 
Dygs e meio BDA (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.). Adicionalmente às análises foi 
incluído o meio  NFbHPN lactato 3x sólido (DÖBEREINER; BALDANI e BALDANI, 
1995),  meio  que  contém  o  indicador  de  pH  azul  de  bromotimol,  seletivo  para 
Azospirillum. Todos sem antibióticos, pelo método de espalhamento, em triplicata. 
Foram incubadas a 30 °C num período de 5 a 7 dias para posterior contagem de 
unidades formadoras de colônias (UFC).
4.2.1.2 CULTIVO DE ESTIRPES USADAS COMO REFERÊNCIA
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As estirpes de A. brasilense FP2, Ab-V5, Ab-V6, Ab-V7 e Sp245, A. lipoferum 
DSM 1691 e E. coli  BL21 foram cultivadas nos mesmos meios de cultura descritos 
no item 4.2.1.2, em duplicata biológica sem antibióticos a 30 °C por 5 dias.  Para 
cada  uma  das  diluições  em  duplicata,  a  análise  por  espectrometria  de  massa 
MALDI-TOF (ver abaixo) foi realizada em triplicata, totalizando 24 replicatas de cada 
estirpe, contendo as variações em: 4 meios de cultura x 2 replicatas biológicas x 3  
replicatas técnicas.
4.2.1.3 CONTAMINAÇÃO ARTIFICIAL DE INOCULANTE
Foi  utilizada a  estirpe  RAM4 de  Herbaspirillum seropedicae para  teste  de 
contaminação artificial de inoculante comercial. A bactéria foi cultivada em 5,0 mL de 
NfbHPN malato líquido + 5,0 µL de canamicina (Km) 100 µg/mL a 30 °C por 16 h ou 
até  atingir  o  número  de  células  por  mL igual  1x108.  Foi  feita  diluição  seriada  e 
utilizada três alíquotas de 10 µL das concentrações 10 -3 a 10-8 para contagem de 
células pela técnica de micro-gota. O restante do volume foi misturado com 5,0 mL 
de  inoculante  (v/v),  deixado  incubar  por  1  h  no  fluxo  laminar  em  temperatura 
ambiente com o frasco fechado, e então feita a diluição seriada para o protocolo da 
RELARE (Anexo 3).
4.3 TÉCNICA DE ESPECTROMETRIA DE MASSA
4.3.1 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANÁLISE NO ESPECTRÔMETRO DE 
MASSAS MALDI-TOF
Colônias isoladas das estirpes de referência e provenientes de inoculantes 
comerciais  foram analisadas  por  espectrometria  de  massas  de  tipo  MALDI-TOF, 
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determinado por Stets  et al. (2013a). As células foram raspadas das placas e, em 
seguida,  ressuspensas em 1 mL de água ultrapura e centrifugadas por  2  min a 
14.500  rpm.  Esta  etapa  foi  repetida  duas  vezes.  O  precipitado  celular  foi 
ressuspenso com 20  µL de ácido fórmico 70% e 20  µL de  acetonitrila  para lise 
celular.  O  lisado  foi  centrifugado  por  2  min  a  14.500  rpm e  o  sobrenadante  foi  
transferido para um novo tubo.
Para obtenção dos espectros de massa, 1,0 µL do sobrenadante foi aplicado 
numa placa de MALDI (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemanha) e deixado secar em 
temperatura  ambiente  por  aproximadamente  10 min.  Em seguida,  foi  aplicado o 
mesmo volume (1,0 µL) de matriz sobre o sobrenadante seco e novamente deixado 
secar  a  temperatura  ambiente  por  aproximadamente  10  min.  A matriz  utilizada 
consistia  de  uma solução  saturada  contendo aproximadamente  10  mg/mL de  α-
ciano-4-ácido hidroxicinâmico  (HCCA) em acetonitrila 50% e ácido trifluoroacético 
2,5%.
4.3.2 ANÁLISE DAS AMOSTRAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA
As  misturas  de  amostras  e  matriz  secas  foram  processadas  em 
espectrômetro de massa MALDI-TOF (Autoflex; Bruker Daltonics) equipado com um 
laser de nitrogênio, utilizando o software Flex Control v. 3.0 (Bruker Daltonics). Os 
íons positivos foram extraídos usando uma voltagem de aceleração de 20 Hz no 
modo linear. Cada espectro resultou da soma dos íons obtidos de 1.000 pulsos do 
laser  com  etapas  de  100  em  100  pulsos  em  diferentes  pontos  da  amostra.  A 
aquisição dos espectros foi realizada de forma manual com uma resolução mínima 
de 600 e analisados em uma faixa de relação massa/carga (m/z) de 2.000 a 20.000 
utilizando  como  calibrante  a  mistura  de  insulina  (5.734,51  m/z),  ubiquitina  I 
(8.565,76m/z) apomioglobina (16.952,27 m/z), insulina cadeia B oxidada (3.493,6513 
m/z), ribonuclease A (13.700 m/z) e citocromo C (12.360,97 m/z) (Protein Calibration 
Standard I – Bruker Daltonics).
Os espectros obtidos foram processados utilizando o software FlexAnalysis 
3.0 (Bruker Daltonics). A manipulação dos espectros e as análises foram realizadas 
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com  auxílio  do  programa  MS-Analyser  (SANTOS  et  al.,  2012).  Através  deste 
software foi possível a extração das listas de picos de todos os espectros gerados. 
Foi  escolhido  aleatoriamente  que  os  14  primeiros  picos  de  cada  lista  seriam 
utilizados nas análises.
As  listas  de  picos  (relação  m/z)  identificados  para  os  espectros  foram 
gravadas  em  arquivos  identificados  como  peak  list e submetidos  a  análise  no 
programa Speclust (ALM et al., 2006) on line (http://bioinfo.thep.lu.se/speclust.html). 
O programa compara um conjunto de espectros através da identificação de picos em 
comum observados entre  dois  espectros,  atribuindo um  score para  cada par  de 
picos em comum identificados. Para cada par de espectro comparado, um  score 
geral foi atribuído através da soma dos scores para os picos em comum. Os scores 
gerais foram então ordenados, do maior para o menor, e usados para determinação 
do grau de identidade entre os espectros. Esta metodologia foi usada para simular 
uma  busca,  a  partir  de  um  espectro  proveniente  de  uma  cultura  de  bactéria 
“desconhecido” (espectro query), contra um banco de dados de espectros referência 
(espectros  subject). Esta comparação permitiu identificar, no banco de dados, o(s) 
espectro(s)  de maior  identidade com o espectro  query,  possibilitando,  em alguns 
casos, a identificação taxonômica das bactérias analisadas.
4.4 TÉCNICAS DE MANIPULAÇÃO DO DNA
4.4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA REAÇÃO DA PCR A PARTIR DE 
CULTURAS
As colônias crescidas nos meios semi-seletivos foram repicadas em um novo 
meio de cultura para obtenção de maior quantidade de massa celular. Depois do 
crescimento, as culturas foram raspadas e diluídas em 1:50, fervidas a 96 °C por 10 
min  e  imediatamente  resfriadas  em  gelo.  Após  este  tratamento,  as  amostras 
estavam prontas para serem usadas para reação de amplificação por PCR.
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4.4.2 AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTO ESTIRPE-ESPECÍFICO
A amplificação de fragmento estirpe-específico para  Azospirillum brasilense 
FP2/Ab-V5 utilizou alíquotas das culturas fervidas como fonte de DNA molde e os 
oligonucleotídios  iniciadores  AzoR2.1  direto  5'-CGCCACCATGCGATCAA-3'  e 
reverso 5'-GCATGCCCAGTACTGCAAGTC-3', desenhados por STETS (2013b) para 
amplificação de uma região estirpe-específica de A. brasilense FP2/Ab-V5 de 90 pb. 
A mistura da reação consistiu em: 2  µL de  cultura fervida,  1 µL de tampão 10X 
DreamTaq (contendo 20 mM MgCl2) (Thermo Scientific), 0,5 µL de dNTP (5mmol/L), 
0,05 µL DreamTaq DNA Polymerase 5 U/µL (Thermo Scientific),  0,3  µL de cada 
oligonucleotídeo iniciador AzoR2.1 direto e reverso (10 pmol/µL) e 5,85 µL de água 
ultrapura para completar o volume de 10  µL.  O seguinte ciclo de temperaturas foi 
usado no termociclador Mastercycler® (Eppendorf): 10 min a 95 °C, 30 ciclos de 30 
s a 95 °C, 45 s a 60 °C, 45 s a 72 °C, e um ciclo final de extensão de 72 °C por 7 
min. Após a reação de amplificação, as amostras foram submetidas à eletroforese 
em gel de agarose 1% sob tampão BS 1X (borato de sódio 100 mM, 10 mM EDTA), 
coradas com brometo  de  etídeo  (0,5  μg/mL)  por  15  min  e  fotografadas  sob luz 
ultravioleta (302 nm) em transiluminador UV.
4.4.3 AMPLIFICAÇÃO DO GENE 16S rRNA POR PCR
Alíquotas das culturas fervidas foram utilizadas como molde nas reações de 
amplificação, utilizando o kit de PCR Fermentas. O sistema continha 5 µL de DNA 
template, 2,5 µL de solução tampão (PCR buffer 10x, kit PCR Fermentas), 0,75 µL 
de MgCl2 (25 mmol/L), 1 µL de dNTP (5 mmol/L), 1 μL de Taq DNA polimerase (kit 
PCR  Fermentas)  (5U/μL),  3  µL  dos  oligonucleotídeos  iniciadores  Y1  5’-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3'  (YOUNG,  1991)  e  Y3  5’-
TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3' (10 pmol/  µL) (CRUZ et al., 2001) e 8,75 
µL de água ultrapura para completar 25 μL. O programa utilizado no termociclador 
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Mastercycler® (Eppendorf) consistiu de: 1 ciclo de 95 ºC por 10 min; 30 ciclos de 30 
s 95 ºC, 45 s a 62 ºC e 1 min e 30 s a 72 ºC; e um ciclo final de 72 °C por 7 min. 
Após a reação de amplificação, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel 
de agarose 1%, coradas com brometo de etídio (0,5 µg/mL) e fotografadas sob luz 
UV.
4.4.4 PURIFICAÇÃO DO PRODUTO AMPLIFICADO
O produto  da amplificação foi  purificado com o uso da reação enzimática 
simultânea de 0,66 µL de Exonuclease I (EXO I – 5,2 U/µL – Fermentas), 0,66 µL de 
Fosfatase Alcalina (SAP – 0,77 U/µL – Fermentas) e 0,68 µL de água ultrapura para 
um volume de 25 μL do material amplificado. A reação foi incubada durante 60 min a 
37 ºC, seguido de inativação das enzimas a 80 ºC por 15 min.
4.4.5 SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA DOS ISOLADOS
O sequenciamento foi realizado a partir de 3,0 μL do material amplificado e 
purificado, 0,5 μL do oligonucleotídio iniciador Y1 (10 pmol), 3,0 μL de tampão Save 
Money (10% (v/v) com MgCl2 50 mM e 20% (v/v) de Tris-HCl pH 9,0), 1,0 μL de 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit e 2,5 μL de água ultrapura estéril 
para completar 10 μL de reação.  A reação em termociclador foi  realizada com o 
seguinte ciclo de temperaturas: 1 ciclo de 1 min a 96 °C; 25 ciclos de 15 s a 94 °C,  
15 s a 62 °C, e 4 minutos a 60 °C.
Ao término da reação de sequenciamento,  os produtos  foram precipitados 
pela adição de 2,5 μL de Acetato de Amônio (7,5 M),  60 μL de etanol  absoluto  
(Merck), 10 μL de água ultrapura estéril  e centrifugados por 45 minutos a 14.500 
rpm. O sobrenadante foi descartado e, logo após, adicionado 150 μL de etanol 70% 
e centrifugado novamente por 45 min a 14.500 rpm. O sobrenadante foi descartado 
e o precipitado seco em estufa a 37 ºC.
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Após secagem, o precipitado resultante foi ressuspenso em 3,0 μL de tampão 
de aplicação. As leituras de sequências foram obtidas em sequenciador automático 
Applied Biosystems® 3500 e 3500xL Genetic Analyzers.
4.4.6 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS
As sequências obtidas dos isolados foram comparadas contra o banco de 
dado “16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea)” do National Center for  
Biotechnology Information  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),  utilizando  a  ferramenta 
BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997) para identificação taxonômica das bactérias.
4.5 ENSAIO in planta COM MILHO
4.5.1 DESINFESTAÇÃO DA SUPERFÍCIE DAS SEMENTES DE MILHO
As sementes de milho (Zea mays) cultivar SHS-3031 (produto comercial de 
prateleira)  passaram  inicialmente  por  um  processo  de  desinfestação,  as  quais 
permaneceram durante 20 min em solução de hipoclorito de sódio 6% (v/v) e Tween 
20 0,1% (v/v), em seguida, em etanol 70% por 5 min. As sementes foram então 
lavadas 4 vezes com água destilada estéril  por  1  min cada vez e tratadas com 
fungicida  Vitavax-Thiram (0,005% m/v)  por  2  horas.  A quantidade  das  soluções 
seguiu a proporção de um mililitro para cada semente.
4.5.2 CULTIVO DE PLANTAS EM SISTEMA HIDROPÔNICO INOCULADOS COM 
Azospirillum brasilense Ab-V5 E INOCULANTE COMERCIAL
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Após  esterilização,  as  sementes  foram  transferidas  para  placas  contendo 
ágar-água (1,0%). As placas foram enroladas em papel-alumínio e mantidas a 30 °C 
por três dias para germinação. As plântulas foram inoculadas com 1,0 mL de cultura 
por semente, na concentração de 108 unidades formadoras de colônias (UFC)/mL de 
Azospirillum brasilense Ab-V5 por 15 min, transferidas para tubos de ensaio (30 cm) 
contendo 30 mL de meio Plant Medium e 10 g de esferas de polipropileno. Os tubos 
foram incubados em câmaras de cultivo a 25 °C com período de luz de 12 h e 1.250 
lux.  Foi  realizado um ensaio  para  A.  brasilense Ab-V5 como controle  positivo,  e 
plântulas  sem inóculo  como controle  negativo;  e  outro  ensaio  para  o  inoculante 
comercial  contendo uma mistura de  A. brasilense,  estirpes Ab-V5 e Ab-V6, como 
controle positivo, e plântulas sem inóculo como controle negativo.
4.5.3 REISOLAMENTO DAS ESTIRPES DE Azospirillum brasilense DE RAÍZES DE 
MILHO INOCULADAS
O ensaio de colonização epifítica ou superficial foi realizado imediatamente 
após a inoculação, no 3º e 7º dias. As plantas foram coletadas, tiveram suas raízes 
cortadas e transferidas para tubos Falcon para pesagem. A massa de 1 g de raiz foi  
macerada em graau estéril  em 9 mL de solução salina (NaCl 0,9%). A partir dos 
extratos foi realizada a diluição seriada (10-1 a 10-6) para plaqueamento das diluições 
10-1, 10-3, 10-5 e 10-6, em triplicatas, em meio sólido NFbHPN lactato sem antibióticos 
e  com os antibióticos  ácido  nalidíxíco  (Nal)  10  µg/mL e  estreptomicina (Sm)  80 
µg/mL, por 2 dias a 30 °C. Estas mesmas diluições foram inoculadas em meio semi-
sólido  NFbHPN  lactato  com  azul  de  bromotimol  (DÖBEREINER,  1995),  em 
duplicatas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
5.1 OBTENÇÃO DOS ESPECTROS DE ESTIRPES REFERÊNCIA
A identificação de bactérias por MALDI-TOF MS depende da comparação com 
padrões pré-determinados para estirpes referência. Sendo assim, inicialmente foram 
obtidos os espectros de massa para as estirpes referência A. brasilense Ab-V5, Ab-
V6 e Ab-V7, usadas para a fabricação de inoculantes comerciais. Também foram 
gerados espectros de massas padrões de A. brasilense FP2 e A. brasilense Sp245 
como  estirpes  ancestrais,  A.  lipoferum DSM  1691,  representando  uma  segunda 
espécie de Azospirillum e E. coli BL21 como grupo externo.
As diferentes estirpes citadas na seção 4.2.1.2 do Material e Métodos foram 
cultivadas em diferentes meios de cultura e então processadas no espectrômetro de 
massa  MALDI-TOF.  Um  total  de  24  espectros  para  cada  estirpe  foi  obtido  e 
considera variações biológica e técnica nos perfis espectrométricos.
A partir  dos  espectros  foram  geradas  tabelas  de  picos  que  permitiram  a 
comparação entre A. brasilense FP2, A. lipoferum DSM 1691 e E. coli BL21 (Tabela
5) para diferenciação das espécies. Nenhum pico em comum foi encontrado entre 
Azospirillum spp. e E. coli BL21.
 O pico de maior reprodutibilidade para E. coli foi o 5.380,5 m/z com 41,67%, 
seguido de 7.271,31 m/z com 29,17% e 9.534,2 m/z com 25%. A Figura 8 mostra os 
espectros  representativos  das  três  espécies.  Nenhum  pico  em  comum  foi 
encontrado na comparação entre  A. brasilense FP2 e  A. lipoferum DSM 1691. Os 
picos de  A. brasilense FP2 obtiveram boa reprodutibilidade entre os espectros: o 
pico de 7.294,51 m/z apresentou-se em 100% dos espectros, seguido de 7.360,94 
m/z com 95,83%, 7.394,16 m/z com 91,67% e 7.435,20 m/z com 83,33%. Os picos 
de  melhor  reprodutibilidade  de  A.  lipoferum DSM  1691  foram:  4.807,58  m/z e 
3.126,80 m/z com 75%, 5.206,85 m/z com 66,67% e 6.281,03 m/z com 58,33%.
O dendrograma da  Figura 9 foi gerada a partir de informações contidas na 
lista de picos dos espectros de estirpes-referência. Ficou demonstrado que  E. coli 
BL21 separou do restante das referências como esperado, sendo um grupo externo. 
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A. brasilense e A. lipoferum separaram-se em duas ramificações por se tratarem de 
espécies diferentes. No ramo contendo estirpes de  A. brasilense, a estirpe Ab-V7 
agrupou próximo ao ancestral Sp245. As estirpes FP2 e Ab-V5 agruparam-se em 
ramos vizinhos, tendo uma origem e não havendo a mistura entre as estirpes. A 
estirpe Ab-V6, cujo ancestral é A. brasilense FP10, agrupou-se ao lado do ramo das 
estirpes FP2/Ab-V5.
Tabela 5. PICOS MAIS FREQUÊNTES OBSERVADOS EM ESPECTROS DE Escherichia coli BL21, 
Azospirillum brasilense FP2 e Azospirillum lipoferum DSM 1691.
E. coli BL21 A. brasilense FP2 A. lipoferum DSM 1691
Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4 Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4 Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4
5380,50 2,6066 10 41,67 7294,51 0,000 24 100 4807,58 1,078 18 75,00
7271,31 0,9111 7 29,17 7360,94 0,000 23 95,83 3126,80 2,704 18 75,00
9534,20 1,5806 6 25,00 7394,16 1,376 22 91,67 5206,85 1,349 16 66,67
7282,25 1,5366 6 25,00 7435,20 0,843 20 83,33 6281,03 0,837 14 58,33
6253,19 0,5150 5 20,83 12779,30 2,087 19 79,17 4302,03 0,926 13 54,17
6408,97 1,9601 4 16,67 4131,42 0,000 19 79,17 9628,06 2,085 11 45,83
4362,06 1,1304 4 16,67 7853,26 0,213 18 75,00 4671,75 0,718 11 45,83
9546,97 0,3164 3 12,50 9523,26 0,138 17 70,83 4882,09 1,927 10 41,67
9224,49 1,5322 3 12,50 7403,15 0,639 17 70,83 6753,16 1,227 9 37,50
7309,53 0,6766 3 12,50 3146,89 0,811 14 58,33 7738,91 0,931 8 33,33
3786,21 0,3618 3 12,50 8252,47 0,000 11 45,83 6583,34 0,837 8 33,33
2325,11 0,5770 3 12,50 8226,44 0,000 10 41,67 9616,53 1,378 6 25,00
8334,62 0,9673 2 8,33 7444,78 0,639 10 41,67 6574,63 0,987 6 25,00
6313,52 0,2192 2 8,33 6925,19 0,000 10 41,67 6399,85 1,623 6 25,00
1Pico identificado por seu valor de m/z médio (Xm/z) entre os espectros onde foi observado; 2D.P., 
DESVIO PADRÃO; 3NO de espectros em que cada pico foi observado; 4Porcentagem em relação ao 
total de espectros (n=24).
Figura 8. ESPECTROS DE MASSA EXEMPLIFICANDO OS PICOS ANALISADOS. FP2 - A. 
brasilense FP2, DSM 1691 – A. lipoferum DSM 1691, BL21 – E. coli BL21.
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A  Tabela  6 mostra  a  comparação  de  duas  estirpes  de  A.  brasilense de 
derivações distintas. Entre as estirpes FP2 e Sp245 existem dois picos em comum: 
7.403 m/z com 70,83% e 29,17%, e 7.444 m/z 41,67% e 45,83%, respectivamente 
para as estirpes. A Figura 10 complementa as análises, certificando que os picos são 
diferentes visualmente.
Os  resultados  acima  estão  de  acordo  com  Stets  et  al. (2013a)  que 
conseguiram diferenciar  espécies de  Azospirillum sp.  e  estirpes de  A.  brasilense 
através da espectrometria de massa MALDI-TOF.
Os  resultados  da  comparação  entre  estirpe  ancestral  e  derivada  de  A. 
brasilense são apresentados em duas tabelas. A Tabela 7 mostra os picos de FP2 
em comparação com os picos de sua estirpe derivada Ab-V5. Três picos em comum 
foram encontrados:  7.435  m/z com 83,33% e 38,33%, 7.403  m/z com 70,83% e 
41,67%, e 7.444 m/z com 41,67% e 45,83%, respectivamente. A Figura 11 mostra os 
picos de FP2 e Ab-V5 que melhor representam as estirpes. Já a Tabela 8 compara 
os picos de A. brasilense Sp245 com a estirpe derivada Ab-V7.
Figura 9. DENDROGRAMA DE ESTIRPES-REFERÊNCIA A PARTIR DE ESPECTROS DE 
MASSA.
Dendrograma gerado no MS Analyser a partir de lista de picos dos espectros de massa de 
estirpes-referência; as repetições técnicas e biológicas para cada estirpe estão representadas para 
mostrar a variação na técnica.
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Tabela 6. PICOS EXTRAÍDOS DE ESPECTROS DE A. brasilense FP2 E A. brasilense Sp245.
A. brasilense FP2 A. brasilense Sp245
Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4 Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4
7294,51 0,000 24 100 4898,31 1,5343 19 79,17
7360,94 0,000 23 95,83 5079,32 1,7240 16 66,67
7394,16 1,376 22 91,67 9630,17 2,0911 13 54,17
7435,20 0,843 20 83,33 6860,24 1,8996 12 50,00
12779,30 2,087 19 79,17 7444,18 1,0159 11 45,83
4131,42 0,000 19 79,17 4809,18 1,6804 10 41,67
7853,26 0,213 18 75,00 6389,24 1,8900 8 33,33
9523,26 0,138 17 70,83 6304,52 1,1133 8 33,33
7403,15 0,639 17 70,83 7403,06 1,6641 7 29,17
3146,89 0,811 14 58,33 12764,10 2,0070 6 25,00
8252,47 0,000 11 45,83 5169,19 2,1363 6 25,00
8226,44 0,000 10 41,67 8286,29 1,5514 5 20,83
7444,78 0,639 10 41,67 9620,61 0,5808 4 16,67
6925,19 0,000 10 41,67 7849,44 1,1090 4 16,67
1Pico identificado por seu valor de m/z médio (Xm/z) entre os espectros onde foi 
observado; 2D.P., DESVIO PADRÃO; 3NO de espectros em que cada pico foi 
observado; 4porcentagem em relação ao total de espectros (n=24).
Foram identificados cinco picos  semelhantes:  4.898  m/z com 79,17% e 83,33%, 
5.079 m/z com 66,67% e 83,33%, 7.444 m/z com 45,83% e 37,50%, 7.403 m/z com 
29, 17% e 41,67%, e 8286 m/z com 20,83% e 37,50%, respectivamente. A Figura 12 
mostra os picos de Sp245 e Ab-V7.
Assim,  foi  possível  diferenciar  E. coli BL21  das  espécies  do  gênero 
Azospirillum, e diferenciar as estirpes da espécie Azospirillum brasilense. Resultado 
parecido  foi  observado  por  Ferreira  e  colaboradores  (2011)  que  conseguiram 
diferenciar espécies e estirpes de  Rhizobium sp.,  Ensifer sp.  e  Shinella sp. num 
Figura 10. ESPECTROS DE MASSA ANALISADOS ESTIRPES DE Azospirillum brasilense FP2 E 
Sp245.
49
trabalho de identificação de rizóbios nodulantes.
Tabela 7. PICOS OBTIDOS EM ESPECTROS DE A. brasilense FP2 E DE SUA ESTIRPE DERIVADA 
A. brasilense Ab-V5.
A. brasilense FP2 A. brasilense Ab-V5
Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4 Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4
7294,51 0,00000 24 100 6858,88 4,39471 19 79,17
7360,94 0,00000 23 95,83 4898,00 1,46189 17 70,83
7394,16 1,37587 22 91,67 6306,53 1,26583 14 58,33
7435,20 0,84322 20 83,33 5080,06 1,53228 14 58,33
12779,30 2,08708 19 79,17 7444,88 1,49456 11 45,83
4131,42 0,00000 19 79,17 7403,63 1,43956 10 41,67
7853,26 0,21314 18 75,00 9633,74 2,03257 8 33,33
9523,26 0,13818 17 70,83 5042,99 2,3728 8 33,33
7403,15 0,63859 17 70,83 12781 1,99811 7 34,33
3146,89 0,81089 14 58,33 7863,62 1,58283 7 35,33
8252,47 0,00000 11 45,83 6299,51 0,783312 7 36,33
8226,44 0,00000 10 41,67 8287,76 1,31086 6 37,33
7444,78 0,63870 10 41,67 7435,03 0,658726 6 38,33
6925,19 0,00000 10 41,67 6710,83 1,19109 6 39,33
1Pico identificado por seu valor de m/z MÉDIO (Xm/z) entre os espectros onde foi 
observado; 2D.P., DESVIO PADRÃO; 3NO de espectros em que cada pico foi 
observado; 4porcentagem em relação ao total de espectros (n=24).
Também foi feita a comparação de picos das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 
de  A. brasilense,  estirpes utilizadas para  a  fabricação de inoculantes  comerciais 
(Tabela 9). Foram encontrados sete picos em comum para as três estirpes. Ab-V5 e 
Ab-V6 apresentaram mais o pico 6.710 m/z com 39,33% e 20,83% em comum. Ab-
Figura 11. ESPECTROS DE MASSA ANALISADOS DE Azospirillum brasilense FP2 E Ab-V5.
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V5 e Ab-V7 apresentaram mais dois picos semelhantes, 5.042  m/z com 33,33% e 
45,83%, e 8.287 m/z com 37,33% e 37,50%. Ab-V6 e Ab-V7 assemelharam-se em 
mais o pico 6.853 m/z com 25% e 37,50% de reprodutibilidade (Figura 13).
Tabela 8. PICOS OBTIDOS EM ESPECTROS DE A. brasilense Sp245 E DE SUA ESTIRPE 
DERIVADA A. brasilense Ab-V7.
A. brasilense Sp245 A. brasilense Ab-v7
Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4 Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4
4898,31 1,5343 19 79,17 6302,8 3,4706 20 83,33
5079,32 1,7240 16 66,67 5079,6 1,4043 20 83,33
9630,17 2,0911 13 54,17 4898,0 1,1082 20 83,33
6860,24 1,8996 12 50,00 12766,5 3,0031 11 45,83
7444,18 1,0159 11 45,83 5042,6 1,3416 11 45,83
4809,18 1,6804 10 41,67 9633,5 1,4053 10 41,67
6389,24 1,8900 8 33,33 7403,8 1,0677 10 41,67
6304,52 1,1133 8 33,33 6862,1 0,9633 10 41,67
7403,06 1,6641 7 29,17 8287,3 1,8168 9 37,50
12764,10 2,0070 6 25,00 7444,9 0,7396 9 37,50
5169,19 2,1363 6 25,00 6853,9 1,3139 9 37,50
8286,29 1,5514 5 20,83 6652,1 1,4610 9 37,50
9620,61 0,5808 4 16,67 7849,4 0,8347 8 33,33
7849,44 1,1090 4 16,67 7435,1 1,0862 8 33,33
1Pico Identificado por seu valor de m/z médio (Xm/z) entre os espectros onde foi 
observado; 2D.P., DESVIO PADRÃO; 3NO de espectros em que cada pico foi 
observado; 4porcentagem em relação ao total de espectros (n=24).
Figura 12. ESPECTROS DE MASSA ANALISADOS DE Azospirillum brasilense Sp245 E Ab-V7.
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Tabela 9. COMPARAÇÃO DE PICOS OBTIDOS DE ESPECTROS DE ESTIRPES 
COMERCIALIZADAS COMO INOCULANTE.
A. brasilense Ab-V5 A. brasilense Ab-V6 A. brasilense Ab-V7
Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4 Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4 Pico (Xm/z)1 D.P.² N³ %4
6858,88 4,395 19 79,17 4897,57 0,815 14 58,33 6302,8 3,471 20 83,33
4898,00 1,462 17 70,83 9632,17 1,442 11 45,83 5079,6 1,404 20 83,33
6306,53 1,266 14 58,33 7445,16 1,167 10 41,67 4898,0 1,108 20 83,33
5080,06 1,532 14 58,33 6861,43 0,989 9 37,50 12766,5 3,003 11 45,83
7444,88 1,495 11 45,83 12778,10 2,010 7 29,17 5042,6 1,342 11 45,83
7403,63 1,440 10 41,67 7403,47 1,254 7 29,17 9633,5 1,405 10 41,67
9633,74 2,033 8 33,33 7434,99 1,319 6 25,00 7403,8 1,068 10 41,67
5042,99 2,373 8 33,33 6853,24 1,452 6 25,00 6862,1 0,963 10 41,67
12781 1,998 7 34,33 6304,94 1,149 6 25,00 8287,3 1,817 9 37,50
7863,62 1,583 7 35,33 5079,29 1,362 6 25,00 7444,9 0,740 9 37,50
6299,51 0,783 7 36,33 4808,80 1,220 6 25,00 6853,9 1,314 9 37,50
8287,76 1,311 6 37,33 6831,50 1,548 5 20,83 6652,1 1,461 9 37,50
7435,03 0,659 6 38,33 6709,73 0,523 5 20,83 7849,4 0,835 8 33,33
6710,83 1,191 6 39,33 9620,50 1,023 4 16,67 7435,1 1,086 8 33,33
Figura 13. ESPECTROS DE MASSA ANALISADOS DE Azospirillum brasilense Ab-V5, Ab-V6 E Ab-
V7.
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5.2 ANÁLISE DE INOCULANTES COMERCIAIS CONTENDO ESTIRPES DE 
Azospirillum brasilense
5.2.1 CONTROLE DE QUALIDADE USANDO O MÉTODO PADRONIZADO DA 
RELARE
Foram analisados 6 inoculantes comerciais contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-
V6 de  A. brasilense, e um inoculante contendo  A. brasilense Sp245, totalizando 7 
inoculantes. A técnica seguiu o protocolo descrito na seção 4.2.1.1 de Material  e 
Métodos. Os inoculantes passaram por diluição seriada e alíquotas das diluições 
foram  plaqueadas  em  meios  semi-seletivos.  Depois  de  5  dias,  contaram-se  as 
unidades formadoras de colônia (UFC) para o cálculo de células viáveis por mililitro. 
As contagens dos sete inoculantes são mostradas nas Tabelas 13 , 14, 15, 16, 17, 
18 e 19 do Apêndice.
Através da contagem de UFC nos diferentes meios, foi feita uma média de 
colônias crescidas por meio de cultura e por diluição analisada. Houve um mesmo 
padrão  de  crescimento  entre  os  meios,  com  prevalência  do  meio  DYGS  nas 
diluições 10-5 e 10-6, seguido do meio NA com valores próximos e NFb 3x (Figura
14). Na diluição 10-7 houve um maior crescimento de colônias no meio BDA. O meio 
NFb 3x obteve números baixos de crescimento em relação à DYGS e NA, uma vez 
que o meio NFb 3x possui uma composição mais controlada e os meios DYGS e NA 
são meios ricos, o que pode favorecer um crescimento maior e mais rápido das 
bactérias.  O  meio  NFb  3x  é  também  um  meio  semi-seletivo  que  favorece  o 
crescimento  de  Azospirillum,  enquando  os  meios  DYGS  e  NA  permitem  um 
crescimento  rápido  de  possíveis  contaminantes.  Entretanto,  mesmo  tendo  sido 
observado maior crescimento nos meios DYGS e NA, não foi verificado crescimento 
de contaminantes para nenhum dos inoculantes testados.
Ao  analisar  gráficos  individuais  das  diluições  (Figuras  15,  16 e  17),  foi 
verificado padrão entre as diluições 10-5 e 10-6 nos inoculante 1, 2 e 4, prevalecendo 
o crescimento no meio  DYGS.  O inoculante  3  (contendo a estirpe Sp245 de  A. 
brasilense) manteve seu padrão entre as diluições 10 -6 e 10-7 com um crescimento 
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destacado  para  o  meio  DYGS.  O  inoculante  5  manteve  seus  números  baixos,  
contudo o NFb 3x foi o meio com maior crescimento, o qual não é observado em 
outros inoculantes.
O inoculante 6 não apresentou crescimento na diluição 10 -7, e nas diluições 
10-5 e 10-6 houve um crescimento desigual entre os meios, contudo os valores de 
NFb  3x  mantiveram-se  próximos  de  DYGS.  O  inoculante  7  se  sobressaiu  pelo 
número de colônias em todos os gráficos por exibir  grande crescimento em NA, 
DYGS e BDA e nenhuma colônia em NFb 3x. O crescimento em BDA foi constatado 
apenas no inoculante 7 em todas as diluições, sobressaindo-se em 10 -7; e também 
no inoculante 1, apresentando o maior número de colônias nesta diluição.
Figura 15. MÉDIA DE UFC/mL ADQUIRIDA ATRAVÉS DA CONTAGEM EM PLACAS DE 
CRESCIMENTO NOS MEIOS NA, BDA, DYGS E NFb 3x EM DILUIÇÃO 10-5.
Figura 14. MÉDIA GERAL DE UFC/mL POR MEIOS DE CULTURA SEMI-SELETIVOS DE TRÊS 
DILUIÇÕES.
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Os valores obtidos da contagem de células viáveis não está de acordo com o 
que  foi  recomendado  no  rótulo  dos  produtos.  Segundo  instruções  da  RELARE 
(2007),  o produto ser  eficiente dentro do prazo de validade,  é necessário  que o 
armazenamento  esteja  em  condições  adequadas  por  se  tratar  de  um  material 
biológico, sendo assim, um produto perecível.
Para contagem oficial das células viáveis, a RELARE considera que valores 
de UFC entre 30 a 200 por mL são aceitáveis, e valores maior ou menor o lote de 
inoculante é reprovado.
Figura 16. MÉDIA DE UFC/mL ADQUIRIDA ATRAVÉS DA CONTAGEM EM PLACAS DE 
CRESCIMENTO NOS MEIOS NA, BDA, DYGS E NFb 3x EM DILUIÇÃO 10-6.
Figura 17. MÉDIA DE UFC/mL ADQUIRIDA ATRAVÉS DA CONTAGEM EM PLACAS DE 
CRESCIMENTO NOS MEIOS NA, BDA, DYGS e NFb 3x EM DILUIÇÃO 10-7.
55
O  protocolo  recomenda  o  meio  NA para  o  desenvolvimento  de  bactérias 
viáveis  e  cultiváveis,  que  favorece  o  crescimento  de  contaminantes  já  que  os 
diazotrofos  demoram mais  tempo  para  se  multiplicar.  Mesmo  não  apresentando 
contaminantes, o crescimento neste meio foi  destacado. O meio BDA favorece o 
crescimento de fungos e tem a propriedade de retardar a esporulação de alguns 
microrganismos, justificando o baixo crescimento, em geral, neste meio.
5.2.2 CONTAMINAÇÃO ARTIFICIAL DE INOCULANTE
A contaminação dos inoculantes foi simulada para avaliar a capacidade da 
metodologia padrão e a metodologia de identificação de bactérias por MALDI-TOF 
para  uso  no  controle  de  qualidade  dos  produtos.  Todos  os  inoculantes  vieram 
originalmente puros de fábrica. A contaminação artificial foi realizada com a bactéria 
Herbaspirillum seropedicae RAM4 no inoculante 7,  para mostrar  a  eficiência das 
técnicas. Esta bactéria foi escolhida por expressar uma proteína vermelha de fácil 
visualização  a  olho  nu,  permitindo  sua  identificação  diretamente  nas  placas  de 
cultivo.
Uma cultura líquida de H. seropedicae RAM4 em 5,0 mL de NFbHPN malato 
com antibiótico Km foi  misturada a uma alíquota de 5,0 mL do inoculante, como 
descrito  na  seção  4.2.1.3.  Esta  mistura  foi  diluída  e  plaqueada  nas  condições 
padrões  da  RELARE.  Após  cinco  dias  de  incubação,  as  placas  passaram  pela 
contagem das unidades formadoras de colônias.
A Figura 18 mostra que o crescimento na diluição 10-5 foi alto. Em 10-6 houve 
um maior crescimento em meio NA, seguido dos meios BDA e DYGS, e em 10 -7 em 
meios BDA, DYGS e NA. Não foi constatado crescimento no meio NFb 3x. Nesses 
meios, o crescimento de RAM4 foi  favorecido em meio NA e DYGS com muitas 
colônias  vermelhas  prevalecendo  na  superfície  dos  meios.  Já  o  crescimento  de 
RAM4 em meio BDA foi  menor, favorecendo então o crescimento da bactéria do 
inoculante.
Foi realizada a contagem somente das colônias de RAM4 em cada meio. A 
média em meio NA foi a maior dentre o meios. Seguido e DYGS com crescimento 
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adequado. Em BDA houve baixo crescimento em 10-5, e não houve crescimento em 
10-6 e 10-7.  Em NFb 3x não houve crescimento em nenhuma das diluições. Este 
acontecimento  pode  ser  justificado  pelos  meios  NA  e  DYGS  possuírem  uma 
composição muito  rica em nutrientes e o meio NFb 3x possuir  uma composição 
limitada de carbono (Anexo 3). Por outro lado, o NFb é frequentemente utilizado 
para cultivo tanto de Azospirillum sp., quanto Herbaspirillum sp., com a utilização de 
lactato  ou  malato  como  fontes  de  carbono,  respectivamente.  Desta  forma,  era 
esperado o crescimento de colônias neste meio de cultura.
Pode-se analisar esses resultados através da  Figura 20, onde as placas de 
cultura  estão  sob  luz  UV  e  as  colônias  de  RAM4  emitem  fluorescência.  A 
identificação das colônias de H. seropedicae RAM4 nas placas de cultivo, através da 
proteína repórter vermelha, foi um pouco dificultada devido a uma leve semelhança 
apresentada  com  as  colônias  da  bactérias  A.  brasilense Ab-V5,  presente  no 
inoculante. Desta forma, a diferenciação foi facilitada sob luz UV a 270 nm, uma vez 
que as proteína repórter vermelha da estirpe RAM 4 emite fluorescência.
Nestas condições de contaminação, o lote de inoculante seria reprovado, pois 
o crescimento de contaminante a partir da diluição 10 -5 não é tolerado (RELARE, 
2007).
Figura 18. MÉDIA DE CRESCIMENTO DE UFC EM MEIOS SEMI-SELETIVOS COM 
CONTAMINAÇÃO ARTIFICIAL DE Herbaspirillum seropedicae RAM4.
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Figura 20. COLÔNIAS DE Herbaspirillum seropedicae RAM4 SOB FLUORESCÊNCIA DE LUZ UV A 
270 nm.
(A) placa de meio NFb lactato apenas com RAM4; (B) placa de meio na com inoculante + RAM4; 
(C) placa de meio DYGS com inoculante + RAM4; (D) Placa de meio bda com inoculante + RAM4.
Figura 19. CONTAGEM DE UFC/mL DE COLÔNIAS DE Herbaspirillum seropedicae RAM4.
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5.2.3 ESPECTROMETRIA DE MASSA NA IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS DE 
INOCULANTES COMERCIAIS
As colônias isoladas a partir da análise de pureza utilizando a metodologia 
padrão recomendada pela RELARE foram submetidas a espectrometria de massa 
do tipo MALDI-TOF. Foram selecionadas 10 colônias de cada meio de cultura de 
maneira  aleatória  quando  não  apresentavam  potenciais  contaminações.  Cada 
inoculante analisado gerou uma lista de picos que pode ser observada na Tabela 10, 
que puderam ser comparados com os picos das estirpes de referência. Para facilitar  
a análise, foi utilizado o programa MS-Analyser citado na Seção 4.3.2.
Tabela 10. LISTA DE PICOS DOS INOCULANTES 1 A 7 ANALISADOS POR MALDI-TOF MS.
INOCULANTE 11 INOCULANTE 21
Pico (Xm/z)1 D.P.2 N3 %4 Pico (Xm/z)1 D.P.2 N3 %4
4899,25 1,306 23 95,83 4897,93 0,519 6 100,00
5080,72 1,301 22 91,67 4973,86 0,774 6 100,00
7398,48 1,741 20 83,33 5040,18 0,680 6 100,00
6857,99 1,280 19 79,17 5079,43 0,449 6 100,00
6302,34 1,500 18 75,00 6300,36 0,727 6 100,00
7440,99 1,436 18 75,00 6856,14 0,548 6 100,00
9630,69 1,411 15 62,50 7395,93 0,621 6 100,00
4860,54 1,781 10 41,67 7438,28 0,703 6 100,00
6648,63 1,824 10 41,67 7842,82 0,658 6 100,00
5039,17 0,869 7 29,17 8279,62 1,695 6 100,00
6110,21 1,460 7 29,17 9626,99 0,789 6 100,00
7843,7 0,423 7 29,17 4860,92 0,916 5 83,33
4976,18 1,455 5 20,83 6646,92 0,302 5 83,33
INOCULANTE 3¹ INOCULANTE 4¹
4898,54 1,172 30 100 7470,8 1,527 12 92,31
5080 1,173 30 100 4893,29 1,418 11 84,62
6301,9 0,9737 30 100 5078,17 1,332 11 84,62
9626,94 1,545 27 90,00 6319,99 1,571 11 84,62
7438,65 1,271 25 83,33 7429,61 1,681 11 84,62
6170,91 1,073 24 80,00 6670,38 1,520 10 76,92
6856,66 1,288 23 76,67 5039,08 1,610 9 69,23
7396,68 1,185 20 66,67 6882,12 1,543 9 69,23
4274,8 1,045 18 60,00 6842,27 1,504 7 53,85
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5040,07 2,012 16 53,33 7878,58 1,972 6 46,15
6833,29 1,814 16 53,33 6258,18 0,948 5 38,46
4811,87 1,569 14 46,67 8319,65 1,494 5 38,46
INOCULANTE 5¹ INOCULANTE 6¹
4865,67 1,528 14 100,00 4885,92 1,84464 7 87,50
4693,78 1,322 10 71,43 5072,21 1,10359 7 87,50
4420,54 0,917 9 64,29 6313,1 1,23442 7 87,50
4103,9 0,962 8 57,14 4438,03 1,11637 6 75,00
5032,71 1,407 7 50,00 7463,55 1,11405 6 75,00
5071,86 1,524 7 50,00 4193,18 0,796 5 62,50
4176,42 1,052 6 42,86 6872,99 0,979 5 62,50
4887,42 1,286 6 42,86 7421,74 1,339 5 62,50
6662,12 1,508 6 42,86 4120,2 0,866 4 50,00
6874,61 1,738 6 42,86 4323,9 1,060 3 37,50
7421,09 2,196 6 42,86 4711,2 0,722 3 37,50
4932,79 1,223 5 35,71 5028,06 1,060 3 37,50
4796,81 1,419 3 21,43 6182,37 0,434 3 37,50
INOCULANTE 7¹
9954,87 2,447 9 56,25
7171,09 3,052 9 56,25
7462,44 2,122 7 43,75
7313,85 2,936 7 43,75
6717,98 2,809 7 43,75
5193,67 2,242 7 43,75
4321,09 2,125 7 43,75
6374,6 2,770 6 37,50
5153,97 2,593 6 37,50
7243,89 1,233 5 31,25
7249,49 0,698 4 25,00
6240,3 1,361 4 25,00
5473,77 1,325 4 25,00
1Pico identificado por seu valor de m/z médio (Xm/z) entre os espectros onde foi 
observado; 2D.P., DESVIO PADRÃO; 3NO de espectros em que cada pico foi 
observado; 4porcentagem em relação ao total de espectros: inoculantes 1 (n=24), 
2 (n=6), 3 (n=30), 4 (n=13), 5 (n=14), 6 (n=8) e 7(n=16).
No  inoculante  1  foram  encontrados  três  picos  marcadores  presentes  na 
estirpe referência Ab-V5 de  A. brasilense: 4.899,25  m/z com reprodutibilidade de 
95,83%, 5.080,72  m/z com 91,67%, e 6.857,99  m/z com 79,17%. O inoculante 2 
apresentou quatro picos em comum, 5.079,43  m/z, 4.897,93  m/z,  6.300,36  m/z, e 
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6.856,14 m/z, todos com 100% de reprodutibilidade. O inoculante 3 foi comparado 
com a estirpe referência Sp245 de A. brasilense e obteve-se dois picos marcadores 
compatíveis: 4.898,54 m/z e 5.080 m/z, ambos com 100% de reprodutibilidade entre 
os isolados do inoculante.  Nenhum pico das estirpes referência Ab-V5 e Ab-V6 foi 
encontrado nos espectros dos inoculantes 4, 5, 6 e 7.
As Figuras 22 e 22 foram geradas no MS-Analyser no modo “Reflex”, sendo 
possível  observar  a  reprodução  das  imagens  dos  espectros  de  inoculantes 
confrontadas com espectros das estirpes de referência. Foi possível averiguar que 
os  inoculantes  1,  2  e  3  apresentaram  perfil  de  picos  semelhantes  e  que  os 
inoculantes 4, 5, 6 e 7 mostraram-se variantes às referências, confirmando os dados 
das tabelas analisadas. Isto pode ter ocorrido pelo fato das colônias dos inoculantes 
1, 2 e 3 terem sido analisadas ainda frescas, ou seja, imediatamente após serem 
retiradas da estufa de crescimento, e os demais inoculantes foram analisados depois 
de dias retirados da estufa.
Um banco de dados foi criado apenas com espectros de estirpes referências 
e isolados clínicos e associados a plantas, num total de 1.652 espectros, sendo: 546 
espectros para estirpes referência de  Azospirillum,  Herbaspirillum e rizóbios;  424 
espectros  para  isolados  de  trigo;  e  682  espectros  para  isolados  clínicos  de 
Aeromonas e Escherichia coli (Tabela 11). Os espectros dos isolados de inoculantes 
foram confrontados com os espectros das referências através do software Speclust 
on line (ALM et al., 2006), disponível no portal http://bioinfo.thep.lu.se/speclust.html, 
e foi possível obter um score de comparação. Os valores dos scores encontram-se 
na legenda das Figuras 22 e 22.
Foram também comparados os picos entre os inoculantes, para constatar se 
havia picos em comum entre eles. O pico 4.898 m/z, 6.858 m/z e 6.301 m/z foram 
encontrados  nos  inoculantes  1,  2  e  3,  o  primeiro  com  95%,  100%  e  100%,  o 
segundo com 79,17%, 100% e 76,67%, e o terceiro com 75%, 100% e 100% de 
reprodutibilidade entre os isolados. O pico 5.080 m/z foi encontrado nos inoculantes 
1, 2, 3 e 4 com 91,67%, 100%, 100% e 84,62%. O pico 5.040  m/z está presente 
apenas no inoculante 3 (53,33%) e 4 (69,23 %). Os picos 5.071  m/z, 7.421  m/z e 
6.873 m/z estão presentes nos inoculantes 5 (50%, 42,86% e 42,86%) e 6 (87,5%, 
62,5% e 62,5%).
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14 A. brasilense STETS (2013b) A. brasilense FP2 crescido em diferentes meios de cultura (DYGS, LA, NFb lactato,  NFb 
malato e Batata)
10 A. brasilense STETS (2013b) A. brasilense FP2 crescido em NFb lactato
109 A. brasilense STETS (2013b) Diferentes estirpe de A. brasilense
33 Azospirillum STETS (2013b)
33 Azospirillum STETS (2013b) Diferentes estirpe da série FP de A. brasilense crescido em meio de cultura DYGS
55 Azospirillum STETS (2013b)
20 Azospirillum STETS (2013b) Diferentes espécies de Azospirillum (A. amazonense, A. brasilense e A. lipoferum)
26 Desconhecido STETS (2013b) Diferentes idades das colônias analisadas (1 a 14 dias)
32 Herbaspirillum STETS (2013b) Diferentes espécies de Herbaspirillum
48 Rizóbios STETS (2013b) Diferentes rizóbios
80 Desconhecido STETS (2013b) Plantas de trigo controle de experimento de inoculação com A. brasilense FP2 a campo
121 Desconhecido STETS (2013b) Plantas de trigo inoculadas de experimento de inoculação com A. brasilense FP2 a campo
288 Aeromonas DALLAGASSA (2012) Diferentes isolados clínicos de Aeromonas
102 E. coli DALLAGASSA (2012) Diferentes isolados clínicos de E. coli diarréica
111 E. coli DALLAGASSA (2012) Diferentes isolados clínicos de E. coli de paciente com infecção urinária
181 E. coli DALLAGASSA (2012) Diferentes isolados de E. coli não diarréica
223 Desconhecido FERRARI (2012) Isolados  de  plantas  de  trigo  de  experimento  de  inoculação  com  A.  brasilense Ab-V5  e 
diferentes doses de N
166 Azospirillum Este trabalho Diferentes espécies de Azospirillum e estirpes de A. brasilense referência
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Figura 21. ESPECTROS REPRESENTATIVOS DE INOCULANTES CONTRA ESPECTROS DE 
REFERÊNCIA.
.Eixo X – m/z; eixo Y – intensidade. (A) encima inoculante 1, embaixo Ab-V6; Score: 4.25 para 
Azospirillum brasilense FP0. (B) encima inoculante 2, embaixo Ab-V5; Score: 5.02 para Azospirillum 
brasilense Ab-V5 (C) encima inoculante 3, embaixo Sp245; Score: 8.67 para Azospirillum brasilense 
FP7 (D) encima inoculante 4, embaixo Ab-V5; Score: 3.29 para Azospirillum brasilense SF9.
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Figura 22. ESPECTROS REPRESENTATIVOS DE INOCULANTES CONTRA ESPECTROS DE 
REFERÊNCIA.
Eixo X – m/z; eixo Y – intensidade. (A) encima inoculante 5, embaixo Ab-V5; Score: 1.86 para 
SEMIASMWassen. (B) encima inoculante 6, embaixo Ab-V5; Score: 3.53 para Escherichia coli 
Diarreica-edl933. (C) encima inoculante 7, embaixo Ab-V5; Score: 1.91 para Isolado de trigo C60Nr3-
d. (D) encima H. seropedicae RAM4, embaixo Ab-V5; Score: 1.91 para Isolado de trigo C60Nr3-d.
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Stets  et al. (2013a) realizaram teste de reprodutibilidade de picos em meios 
de cultura BDA, DYGS, LA e NFbHPN lactato ou malato. Foi constatado que 77,3% 
de similaridade dos picos entre as replicatas de cada meio, contudo a similaridade 
caiu para 37,9% ao comparar os cinco meios.
5.3 REISOLAMENTO DE ESTIRPES DE A. brasilense DE RAIZ DE MILHO
5.3.1 REISOLAMENTO DE A. brasilense Ab-V5
Azospirillum  brasilense Ab-V5  foi  inoculado  em  raízes  de  sementes 
germinadas  de  milho  para  o  procedimento  descrito  na  seção  4.5.3.  Depois  do 
crescimento das plântulas por 3 e 7 dias (1ª e 2ª coleta) e do plaqueamento para 
recuperação das bactérias,  foi  verificado o crescimento de fungos nas placas de 
diluições  menores  e  as  colônias  de  bactérias  apresentavam  homogeneidade  na 
morfologia.  As  seis  colônias  isoladas  da  primeira  coleta  tiveram confirmação  da 
identidade para a estirpe Ab-V5 pela amplificação por PCR de fragmento estirpe-
específico, usando o par de oligonucleotídios iniciadores AzoR2.1 desenvolvido por 
Stets (2013b) (Figura 23). No controle negativo (sem inoculação de bactéria) não 
houve crescimento de fungos ou bactérias.
O procedimento para aquelas que cresceram em meio semi-sólido da 1ª e 2ª 
coleta foi realizado depois de serem isoladas em meio sólido com os antibióticos de 
resistência  para  A.  brasilense Ab-V5.  Apenas  duas  colônias  cresceram  e 
amplificaram o fragmento estirpe-específico (Figura 24) confirmando a identidade 
para A. brasilense Ab-V5.
Na 2ª coleta de bactérias da raiz de milho observou-se que as colônias de 
bactérias mostraram morfologia homogênea e houve menos crescimento de fungo. 
No total,  foram isoladas seis  colônias que foram utilizadas na espectrometria  de 
massa e amplificação de fragmento estirpe-específico. Na Figura 25 está o resultado 
da eletroforese, que confirma a amplificação de três colônias. O controle negativo 
não apresentou crescimento de bactérias ou fungos.
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Figura 23. AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTO DE 90 PB ESTIRPE-ESPECÍFICO PARA A. brasilense 
FP2/Ab-V5 A PARTIR DE COLÔNIAS ISOLADAS DE RAIZ DE MILHO DA 1ª COLETA.
Ou após 3 dias de inoculação. Figura A: (1) MARCADOR MOLECULAR; (2) FP2 1/50; (3) FP2 1/500; 
(4) Ab-V5 1/50; (5) Ab-V5 1/500; (6) Ab-V6 1/50; (7) Ab-V6 1/500; (8) controle negativo. Figura B: (1) 
MARCADOR MOLECULAR; (2) isolado 1 sem antibiótico; (3) isolado 2 sem antibiótico; (4) isolado 3 
sem antibiótico; (5) isolado 1 com antibiótico; (6) isolado 2 com antibiótico; (7) isolado 3 com 
antibiótico; (8) FP2 (controle positivo de amplificação); (9) Ab-V5 (controle positivo de amplificação); 
(10) Ab-V6 (controle negativo de amplificação); (11) controle negativo (sem DNA).
Figura 24. AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTO DE 90 PB ESTIRPE-ESPECÍFICO PARA A. 
brasilense FP2/Ab-V5 A PARTIR DE COLÔNIAS ISOLADAS DE RAIZ DE MILHO INOCULADO 
COM Ab-V5.
Isolados em meio semi-sólido da 1ª coleta (após 3 dias de inoculação). (1) MARCADOR 
MOLECULAR, (2) isolado 1.10-5, (3) isolado 1.10-3, (4) vazio, (5) Ab-V5 (controle positivo de 
amplificação), (6) controle negativo de amplificação (sem DNA).
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5.3.2 REISOLAMENTO DE A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 PRESENTES EM 
INOCULANTE COMERCIAL
Foi utilizado o inoculante 7 para o experimento de inoculação em milho. O 
inoculante  foi  misturado  às  sementes  como  recomendado  na  embalagem  do 
produto. As sementes foram plantadas e então submetidas à crescimento na casa 
de vegetação. As plântulas de 3 dias (1ª coleta) e 7 dias (2ª coleta) foram separadas 
para o re-isolamento das bactérias inoculadas em meio sólido e meio semi-sólido. O 
re-isolamento de  A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 do inoculante comercial em placas 
com  e  sem  antibiótico  promoveu  o  crescimento  de  colônias  uniformes 
morfologicamente.  Não  houve  crescimento  de  fungos  ou  bactérias  no  controle 
negativo.
Foram isoladas seis colônias da 1ª coleta, seis colônias da 2ª coleta e seis 
colônias  do  meio  semi-sólido.  Destas,  nenhuma  amplificou  o  fragmento  estirpe-
específico, sendo assim, os isolados analisados não são Azospirillum brasilense Ab-
V5. Como alternativa para identificação, o gene 16S rDNA foi amplificado por PCR 
com os oligonucleotídios iniciadores Y1/Y3 e submetido ao sequenciamento, mas 
não houve resultados satisfatório que permitisse a identificação da estirpe.
Figura 25. AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTO DE 90 PB ESTIRPE-ESPECÍFICO PARA A. 
brasilense FP2/Ab-V5 A PARTIR DE COLÔNIAS ISOLADAS DE RAIZ DE MILHO INOCULADO 
COM Ab-V5 DA 2ª COLETA.
Ou após 7 dias de inoculação. (1) MARCADOR MOLECULAR; (2) isolado 1 com antibiótico; (3) 
isolado 2 com antibiótico; (4) isolado 3 com antibiótico; (5) isolado 1 sem antibiótico; (6) isolado 2 
sem antibiótico; (7) isolado 3 sem antibiótico.
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5.3.3 ANÁLISE DE ESPECTROMETRIA DE MASSA DE ISOLADOS DE RAIZ DE 
MILHO
Todos os  isolados  de raízes  de milho  inoculado com  A.  brasilense Ab-V5 
referência e com inoculante comercial da 1ª e 2ª coletas foram submetidos à análise 
de MALDI-TOF, e geraram a lista de picos representada na Tabela 12. Foi possível 
identificar três picos comuns entre os isolados de milho inoculado com Ab-V5 e com 
inoculante comercial: 6.357 m/z com 85,71% e 75%; 7.489 m/z com 85,71% e 75%; 
e 7.449 m/z com 57,14% e 75% de reprodutibilidade, respectivamente. Entretanto, 
ao compará-los com as estirpes referências, não foi verificado tais picos. Os picos 
também foram comparados com picos dos inoculantes analisados anteriormente, 
mas não houve semelhança entre os dados.
Tabela 12. LISTA DE PICOS DE COLÔNIAS RE-ISOLADAS DE RAIZ DE MILHO INOCULADA COM 
A. brasilense AB-V5 E INOCULANTE COMERCIAL.
Isolados de milho – Ab-V51 Isolados de milho – inoculante1
Pico (Xm/z)1 D.P.2 N3 %4 Pico (Xm/z)1 D.P.2 N3 %4
4956,8 0,976509 12 85,71 4965,27 1,085 11 91,67
6227,77 1,81098 12 85,71 4929,66 1,723 9 75,00
6357,81 1,62605 12 85,71 5145,67 0,737 9 75,00
7489,32 1,93351 12 85,71 6359,01 0,827 9 75,00
6290,68 2,36864 9 64,29 6701,47 0,948 9 75,00
7449,75 1,93668 8 57,14 6871,35 1,1047 9 75,00
6911,16 1,39146 7 50,00 6909,76 0,983 9 75,00
6112,65 0,561994 6 42,86 7447,23 0,917 9 75,00
3138,5 1,58014 5 35,71 7487,76 0,865 9 75,00
9661,84 2,02327 5 35,71 8322,38 1,377 9 75,00
2611,01 0,187837 3 21,43 9659,24 1,256 9 75,00
5138,78 1,27417 3 21,43 5108,22 0,752 7 58,33
6262,8 1,14009 3 21,43 7346,45 1,181 7 58,33
6329,92 0,170898 2 14,29 7888,44 0,954 7 58,33
1Pico identificado por seu valor de m/z médio (Xm/z) entre os espectros onde foi observado; 
2D.P., DESVIO PADRÃO; 3Nº de espectros em que cada pico foi observado; 4porcentagem 
em relação ao total de espectros para os isolados de Ab-V5 (n=14) e isolados de inoculante 
(n=12).
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Nas Figuras 26 e 27 estão representados os espectros de isolados de raiz de 
milho com inoculação de  A. brasilense Ab-V5 e inoculante comercial. Os isolados 
também  passaram  pelo  banco  de  dados  fornecendo  os  score  de  comparação 
(informações contidas nas legendas).
Figura 26. ESPECTROS DE MASSA DE BACTÉRIAS ISOLADAS DE RAIZ DE MILHO INOCULADAS 
COM Azospirillum brasilense Ab-V5.
Eixo X – m/z; eixo Y – intensidade. Figura da esquerda – isolado encima confrontado com estirpe 
referência Ab-V5. Figura da direita – isolado encima confrontado com estirpe referência Ab-V6. Score: 
0.96 para Azospirillum brasilense Ab-V5.
Figura 27. ESPECTROS DE MASSA DE BACTÉRIAS ISOLADAS DE RAIZ DE MILHO INOCULADAS 
COM INOCULANTE COMERCIAL.
Eixo X – m/z; eixo Y – intensidade. Figura da esquerda – isolado de inoculante comercial encima 
confrontado com estirpe referência Ab-V5. Figura da direita – isolado encima de inoculante comercial 
confrontado com estirpe referência Ab-V6. Score: 2.71 para Azospirillum brasilense FP9.
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6. CONCLUSÕES
Através dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:
• Foram determinados padrões de espectros de MALDI-TOF MS para estirpes 
referências FP2, Sp245 e seus derivados de  Azospirillum brasilense, sendo 
possível a identificação e diferenciação dessas estirpes e entre as espécies 
A. brasilense e A. lipoferum DSM 1691 e Escherichia coli BL21;
• Foi obtida a padronização do método de análise em espectrometria de massa 
MALDI-TOF para controle de qualidade de inoculantes. Foi verificado que os 
isolados de inoculantes podem não ser Azospirillum brasilense Ab-V5 ou Ab-
V6  por  não  apresentarem  o  perfil  de  picos  correspondente  da  estirpe 
referência e por não amplificarem o fragmento estirpe-específico;
• Através da técnica de identificação por espectrometria de massa foi possível 
detectar  a  presença  do  contaminante  artificial  devido  ao  aparecimento  de 
espectro de massas diferente das estirpes referências;
• Azospirillum  brasilense AbV5  foi  recuperado  de  raiz  de  milho,  sendo  ele 
identificado através de amplificação de fragmento estirpe-específico, contudo 
o perfil  de picos apresentado nos espectros de massa não condiz com os 
espectros  das  estirpes  referências.  Já  a  recuperação  de  bactérias  de 
inoculante  em raiz  de  milho  não  obteve  sucesso pois  nenhum isolado foi 
identificado  como  Ab-V5  ou  Ab-V6  de  Azospirillum brasilense  através  da 
amplificação estirpe-específico ou por espectrometria de massa, apesar de 
apresentarem resistência aos antibióticos.
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Tabela 13. CONTAGEM DE UFC/mL DO INOCULANTE 1.
Diluição
Meio de cultura
NA BDA DYGS NFb 3x
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
10-5
420  SC 350 280
390 30 420 250
370 10 390 350







Média 0,5x108 0,6x108 0,3x108
10-7
SC
 SC 10 10
10 10 SC 
30  SC SC 
Média 1,33x108 0,67x108 0,33x108
Os meios de cultura NA, BDA, DYGS e NFb 3x são recomendados pelo protocolo da RELARE. A 
contagem das células viáveis procedeu da seguinte forma: p. ex., na diluição 10-5 contou-se 39 
colônias em 100 µL, então obtivemos 390 UFC/mL em 10-5. A contagem não alcançou o número 
recomendado pela embalagem do produto, 3x108 UFC/mL, mesmo dentro do prazo de validade. 
Contudo os valores foram próximos. (SC) sem crescimento.
Tabela 14. CONTAGEM DE UFC/mL DO INOCULANTE 2.
Diluição
NA BDA DYGS NFb 3x





















Média 0,13x108 0,67x108 0,1x108
Os valores da contagem de células viáveis por mL não atingiram o número recomendado pela 
embalagem do produto, porém foram muito próximos. (SC) sem crescimento.
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Tabela 15. CONTAGEM DE UFC/mL DO INOCULANTE 3.
Diluição
NA BDA DYGS NFb 3x























Os valores de UFC/mL foram muito próximos do valor garantido na embalagem, entretanto não 
atingiram o número especificado na embalagem. (SC) sem crescimento.
Tabela 16. CONTAGEM DE UFC/mL DO INOCULANTE 4.
Diluição
NA BDA DYGS NFb 3x





















Média 0,33x108 0,33x108 0,33x108
(SC) sem crescimento.
Tabela 17. CONTAGEM DE UFC/mL DO INOCULANTE 5.
Diluição
NA BDA DYGS NFb 3x





















Média 0,33x108 0,33x108 0,33x108
(SC) sem crescimento.
Tabela 18. CONTAGEM DE UFC/mL DO INOCULANTE 6.
Diluição
NA BDA DYGS NFb 3x














Média 2,3x108 1,1x108 9,33x107
(SC) sem crescimento.
Tabela 19. CONTAGEM DE UFC/mL DO INOCULANTE 7.
Diluição
 
NA BDA DYGS NFb 3x
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ANEXO 1
LEI Nº 6.894, de 16 de dezembro 1980
Dispõe  sobre  a  inspeção  e  fiscalização  da 
produção  e  dos  comércio  de  fertilizantes, 
corretivos,  inoculantes,  estimulantes  ou 
biofertilizantes,  destinados  à  agricultura,  e  dá 
outras providências.
O PRESIDENTE DA REPÚBLICA. Faço saber que o Congresso Nacional 
decreta e eu sanciono a seguinte Lei:
Art. 1º - Fica estabelecida a obrigatoriedade da inspeção e da fiscalização da 
produção e do comércio de fertilizantes, corretivos, inoculantes, estimulantes ou 
biofertilizantes, destinados à agricultura.
Art. 2º - A Inspeção e a fiscalização previstas nesta Lei serão realizadas pelo 
Ministério da Agricultura.
Parágrafo Único - O Ministério da Agricultura poderá delegar a fiscalização do
comércio aos Estados, ao Distrito Federal e aos Territórios.
Art. 3º - Para efeito desta Lei, considera-se:
a) fertilizante, a substância mineral ou orgânica, natural ou sintética, 
fornecedora de um ou mais nutrientes vegetais;
b) corretivo, o material apto a corrigir uma ou mais características 
desfavoráveis do solo;
c) inoculante, o material que contenha microorganismos fixadores de nitrogênio 
e que atue favoravelmente no desenvolvimento das plantas;
d) estimulante ou biofertilizante, o produto que contenha princípio ativo apto a 
melhorar, direta ou indiretamente, o desenvolvimento das plantas.
Art. 4º - As pessoas físicas ou jurídicas que produzam ou comercializem 
fertilizantes, corretivos, inoculantes, estimulantes ou biofertilizantes ficam obrigadas 
a promover o seu registro no Ministério da Agricultura, conforme dispuser o 
regulamento.
§ 1º (VETADO)
§ 2º - Os produtos a que se refere este artigo deverão ser igualmente 
registrados no Ministério da Agricultura.
Art.5º - A infração às disposições desta Lei acarretará, nos termos previstos em
regulamento, a aplicação das seguintes sanções:
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I. Advertência;
II. Multa igual a 5 (cinco) vezes o valor das diferenças para menos, entre o 
teor dos macronutrientes primários indicados no registro do produto e os resultados 
apurados na análise, calculada sobre o lote de fertilizante produzido, comercializado 
ou estocado;
III. Multa de até 100 (cem) vezes o maior valor de referência estabelecido na 
forma da Lei nº 6.205, de 29 de abril de 1975;
IV. Embargo do produto;
V. Suspensão ou cancelamento do registro;
VI. Interdição, temporária ou definitiva, do estabelecimento.
§ 1º - A multa poderá ser aplicada isolada ou cumulativamente com outras 
sanções.
§ 2º - A aplicação das sanções previstas neste artigo não prejudicará a 
apuração das responsabilidades civil e penal.
Art. 6º - A inspeção e fiscalização serão retribuídas por taxas, calculadas com 
base no maior valor de referência resultante da Lei nº 6.205, de 29 de abril de 1975, 
de acordo com a tabela anexa.
§ 1º - A inspeção será retribuída por preços públicos, sempre que solicitada 
pelas
pessoas físicas ou jurídicas a que se refere esta Lei.
§ 2º - Nos termos do regulamento, o Ministro de Estado da Agricultura 
estabelecerá os valores e a forma de recolhimento dos preços públicos.
Art. 7º - O Poder Executivo determinará as providências que forem necessárias 
ao
controle da inspeção e da fiscalização previstas nesta Lei.
Art. 8º - Esta Lei entrará em vigor na data de sua publicação.
Art. 9º - Revogam-se a Lei nº 6.138, de 8 de novembro de 1974, e demais 
disposições em contrário.





LEI Nº 12.890, de 10 dezembro de 2013
Altera a Lei no 6.894, de 16 de dezembro de 1980, 
para  incluir  os  remineralizadores  como  uma 
categoria de insumo destinado à agricultura, e dá 
outras providências.
O  VICE-PRESIDENTE  DA  REPÚBLICA no  exercício  do  cargo 
de PRESIDENTE DA REPÚBLICA Faço saber que o Congresso Nacional decreta 
e eu sanciono a seguinte Lei:
Art. 1º – A Lei No 6.894, de 16 de dezembro de 1980, passa a vigorar com as 
seguintes alterações:
“Art.  1º –  A  inspeção  e  a  fiscalização  da  produção  e  do  comércio  de 
fertilizantes,  corretivos,  inoculantes,  estimulantes  ou  biofertilizantes, 
remineralizadores e substratos para plantas, destinados à agricultura, são regidos 
pelas disposições desta Lei.” (NR)
“Art. 3o  ..........................................................................
e) remineralizador, o material de origem mineral que tenha sofrido apenas 
redução  e  classificação  de  tamanho  por  processos  mecânicos  e  que  altere  os 
índices de fertilidade do solo por meio da adição de macro e micronutrientes para as 
plantas, bem como promova a melhoria das propriedades físicas ou físico-químicas 
ou da atividade biológica do solo;
f)  substrato para plantas, o produto usado como meio de crescimento de 
plantas.” (NR)
“Art.  4º  – As pessoas físicas ou jurídicas que produzam ou comercializem 
fertilizantes,  corretivos,  inoculantes,  estimulantes  ou  biofertilizantes, 
remineralizadores e substratos para plantas são obrigadas a promover o seu registro 
no  Ministério  da  Agricultura,  Pecuária  e  Abastecimento,  conforme  dispuser  o 
regulamento.
...................................................................................” (NR)
Art. 2o  A Lei Nº 6.894, de 16 de dezembro 1980, passa a vigorar com a seguinte 
ementa:
“Dispõe sobre a inspeção e a fiscalização da produção e do comércio  de 
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fertilizantes,  corretivos,  inoculantes,  estimulantes  ou  biofertilizantes, 
remineralizadores e substratos para plantas, destinados à agricultura, e dá outras 
providências.”
Art. 3º – Esta Lei entra em vigor na data de sua publicação.























5 g Ácido málico
5 mL K2HPO4 Sol. 10%
2 mL MgSO4.7H2O Sol. 10%
1 mL NaCl Sol. 10%
2 mL CaCl2.2H2O Sol. 1%
6 mL Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH
2 mL Solução de micronutrientes para meio de cultura
4 mL FeEDTA Sol. 1,64%
4,5 g KOH
1 mL Vitamina para meio de cultura (p.ex. Biotina)
Completar para 1000 mL com H2O destilada.
Ajustar o pH para 6,5 e colocar o ágar por último.
ÁGAR
Sólido – 15 g de ágar por litro de meio de cultura, colocar 50 mg de extrato de 
levedura por litro de meio de cultura.
Semi-sólido – 1,8 g de ágar por litro de meio de cultura (dissolver antes de distribuir 
o meio de cultura.
